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Arteriosklerose ist eine chronisch entzündliche Gefäßerkrankung, deren klinische Manifes-
tationen wie Herzinfarkt, Schlaganfall und Herzinsuffizienz über 40% aller Todesfälle in 
den westlichen Industrienationen verursachen. Arteriosklerotische Läsionen treten in den 
großen Arterien, vor allem an Gefäßverzweigungen oder Biegungen auf. In diesen Berei-
chen herrscht eine niedrige oszillierende Schubspannung bei gleichzeitig verstärkter zykli-
scher Deformation der Gefäßwand. Die so veränderten hämodynamischen Bedingungen 
haben eine erhöhte Expression von CD40 in den Endothelzellen zur Folge. Die ko-
stimulatorische Interaktion des CD40-Rezeptors mit seinem Liganden CD154 spielt nicht 
nur bei der adaptiven Immunantwort, sondern auch bei der Aktivierung von Endothelzellen 
und der verstärkten Rekrutierung von Entzündungszellen in der Initialphase der Arterio-
sklerose eine entscheidende Rolle. 
In dieser Arbeit wurde die Hypothese untersucht, dass die Interaktion von thrombozytärem 
CD154 mit dem CD40-Rezeptor der Endothelzellen zu einer luminalen Freisetzung des für 
Thrombozyten hochadhäsiven von Willebrand Faktors (vWF) aus den Endothelzellen 
führt. Die anschließende Deposition des vWF auf der Endothelzelloberfläche als ultralange 
vWF-Multimere schafft die Voraussetzung für eine stabile Interaktion zwischen intakten 
Endothelzellen, Thrombozyten und Leukozyten an den vorgenannten Prädilektionsstellen 
für die Arteriosklerose und deren Initiierung. 
In den durchgeführten Experimenten wurden humane, primär kultivierte Endothelzellen 
sowohl unter niedrigen, oszillatorischen Schubspannungs- als auch unter statischen Bedin-
gungen mit rekombinantem löslichen bzw. zellgebundenem humanen CD154 stimuliert. 
Diese Stimulation induzierte eine luminale Freisetzung von vWF und eine Fluss-induzierte 
vWF-Multimer-Bildung auf der Endothelzelloberfläche, die mit Hilfe von Immunfluores-
zenzfärbungen visualisiert und mit einem spezifischen ELISA quantifiziert werden konnte. 
Der nach CD40-Stimulation freigesetzte vWF wies eine starke Assoziation zur Endothel-
zelloberfläche auf, während Histamin als Kontrollstimulus eine prominente vWF-
Freisetzung in den Zellüberstand induzierte. Mit Hilfe pharmakologischer Inhibitoren, 
Western Blot-Analysen und Fura-2-Ratio Imaging bzw. dem Fluo-4-gestützten Nachweis 
von Veränderungen der intrazellulären Calciumkonzentration konnte gezeigt werden, dass 
für die CD154-stimulierte Exozytose von vWF aus den Weibel-Palade Körperchen der 
Endothelzellen ein klassischer calciumabhängiger Signalmechanismus verantwortlich ist. 
Eine durch CD40-Ligation aktivierte Phosphotyrosinkinase der Src-Familie aktiviert die 
Phospholipase Cγ1, die über die Bildung des sekundären Botenstoffs IP3 Calcium aus dem 
endoplasmatischen Retikulum freisetzt. Eine Beteiligung der Proteinkinase C und der Pro-
teinkinase A konnte ebenso ausgeschlossen werden wie ein Einstrom von extrazellulärem 




In isoliert perfundierten Blutgefäßen der Maus führt diese CD154-stimulierte luminale 
vWF-Freisetzung aus den Endothelzellen tatsächlich zu einer verstärkten Rekrutierung und 
Aktivierung von Thrombozyten, die ihrerseits Monozyten zu den Zell-Zell-Kontakten der 
Endothelzellen dirigieren. Da CD154-stimulierte Endothelzellen selbst CD154 exprimieren 
und dadurch die transmigrierenden Monozyten zu einer Differenzierung zu Makrophagen 
anregen, könnte diese vWF-verstärkte Endothelzellen-Thrombozyten-Leukozyten-
Interaktion in der Tat eine entscheidende Rolle in der Initiierung der Arteriosklerose spie-
len. Inwieweit sich aus diesen Befunden ein neuer therapeutischer Ansatz zur Vermeidung 
dieser chronisch-entzündlichen Gefäßerkrankung entwickeln lässt, müssen weiterführende 





Atherosclerosis is a chronic inflammatory, vascular disease and its manifestation as myo-
cardial infarction, stroke or heart failure causes more than 40% of all deaths in industrial-
ized countries. Atherosclerotic lesions preferentially develop at vessel bifurcations or cur-
vatures of large arteries. These areas are exposed to low oscillatory shear stress and coinci-
dentally enhanced cyclic stretch, which leads to an increased expression of CD40 by the 
endothelial cells. Interaction of CD40 ligand (CD154) with its receptor CD40 not only 
plays a role in both innate and adaptive immunity, but also activates endothelial cells and 
likely promotes inflammatory cell recruitment during the initiation and progression of ath-
erosclerosis.  
This work investigates the hypothesis that ligation of platelet CD154 with endothelial 
CD40 induces a luminal release of von Willebrand factor (vWF), which is highly adhesive 
for platelets, from structurally and functionally intact endothelial cells. Subsequent deposi-
tion of vWF as ultra-large vWF-multimers on the endothelial surface possesses pathophys-
iological relevance for a stable interaction between healthy endothelial cells, platelets and 
leukocytes at atherosclerotic predilection sites and for the initiation of atherosclerosis. 
Primary human endothelial cells were cultured under low oscillatory shear stress as well as 
static conditions and treated with recombinant soluble or cell-bound human CD154. This 
stimulation led to the luminal release of vWF and to flow-induced vWF-multimerization 
on the endothelial surface visualized using immunofluorescence staining and quantified by 
using a specific ELISA. CD40-stimulated vWF release was strongly associated with vWF 
deposition on the endothelial cell surface, whereas stimulation with histamine as positive 
control induced a prominent release of vWF into the cell supernatant. Using pharmacologi-
cal inhibitors, Western blot analysis and calcium imaging with Fura-2 or Fluo-4 revealed a 
classical calcium-dependent signalling mechanism mediating the CD154-stimulated vWF 
exocytosis from the Weibel-Palade bodies of the endothelial cells. Thus CD40 ligation 
induces phosphorylation of a tyrosine kinase of the Src-family, subsequent activation of 
phospholipase Cγ1 and synthesis of IP3 which through binding to its receptor causes the 
release of calcium from the endoplasmic reticulum calcium store. Involvement of protein 
kinase C or protein kinase A as well as an entry of extracellular calcium through ion chan-
nels in the plasma membrane could be excluded. 
In isolated perfused mouse arteries, CD154-stimulated luminal vWF release from the endo-
thelial cells indeed leads to an enhanced recruitment and activation of platelets, and subse-
quent direction of monocytes to the endothelial cell-cell-contacts. Since CD154-stimulated 
endothelial cells themselves express CD154 and thereby may induce the differentiation of 
transmigrating monocytes to macrophages, this vWF-reinforced endothelial cell-platelet-
leukocyte-interaction may in fact play a crucial role in the initiation of atherosclerosis. The 
extent to which these findings can be used to develop a new therapeutic approach to pre-




1  Einleitung 
1.1  Endothelzellen 
Die Wand eines größeren Blutgefäßes besteht aus den drei Schichten: tunica intima, tunica 
media und tunica adventitia (Abb. 1). Die Endothelzellen bilden als einlagige Zellschicht 
die innerste Schicht der Gefäßwand und sind in Längsrichtung des Gefäßes orientiert. Zu-
sammen mit der elastica interna wird die Endothelzellschicht als tunica intima bezeichnet. 
Darunter befinden sich glatte Muskelzellen. Sie sind für die Kontraktionsfähigkeit des Ge-
fäßes verantwortlich und sind quer zum Gefäß angeordnet. Die Dicke der Muskelschicht 
und der Gehalt an Faserstrukturen unterscheiden sich je nach Gefäßtyp, wobei die Muskel-
schicht von Arterien dicker ist als die von Venen. Dieser Bereich wird als tunica media 
bezeichnet. Die äußerste Schicht des Gefäßes wird als tunica adventitia bezeichnet. Diese 
Gefäßschicht enthält lockeres Bindegewebe (Fibroblasten) zur Verankerung und Einbet-
tung des Gefäßes in das umgebende Gewebe (Physiologie, Rainer Klinke, Hans-Christian 
Pape, Stefan Silbernagl, 5. Auflage, Thieme 2005). 
 
 
 Aufbau einer arteriellen Gefäßwand Abb. 1: 
Die Gefäßwand besteht aus den drei Schichten tunica intima, tunica media und der tunica adventi-
tia. 
Das Endothel hat durch seine Lokalisation zwischen Blut und Gewebe mehrere wichtige 
Funktionen (Sima et al., 2009): 
- Es bildet eine zelluläre Barriere zwischen Blut und Gewebe. 
- Es vermittelt bidirektional Rezeptor-vermittelte oder -unabhängige Transzytose und 
Endozytoseprozesse, z.B den Transport von Plasmamolekülen. 
- Es synthetisiert und sekretiert eine Vielzahl von Faktoren, z.B. für die Regulation des 
Gefäßtonus, des Immunsystems, von Entzündungsreaktionen und der Hämostase. 




Das Endothel ist somit eine regulierbare Barriere zwischen dem Intravasalraum und dem 
interstitiellen Raum. Sie ist selektiv permeabel und lässt begrenzt die Passage von großmo-
lekularen oder wasserlöslichen Substanzen zu. 
Seit den mittleren 1970er Jahren ist bekannt, dass Schubspannung die Funktion von En-
dothelzellen beeinflusst. Die laminare Schubspannung, die von den Endothelzellen wahr-
genommen wird, ist eine unidirektionale, visköse Zugspannung von 15-70 dyn/cm². Sie 
aktiviert Transkriptionsfaktoren, wie z.B. nuclear factor erythroid 2-like 2 (Nrf2), der die 
Expression von anti-inflammatorischen und anti-koagulatorischen Proteinen induziert, wie 
die der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase und von Thrombomodulin. Die daraus 
resultierende Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) verhindert die Thrombozytenaggre-
gation, indem NO die Bildung von Thromboxan A2 und die Degranulation der Thrombozy-
ten hemmt. Bifurkationen sind Stellen des Gefäßsystems, die eine veränderte Hämodyna-
mik aufweisen und als arteriosklerotische Prädilektionsstellen bezeichnet werden (Ross, 
1999). Die laminare Schubspannung ist in diesen Bereichen oszillierend mit ± 4 dyn/cm², 
wohingegen die zyklische Dehnung der Gefäßwand durch den zyklisch-pulsatilen Blutfluss 
erhöht ist. Diese hämodynamischen Bedingungen sind eine Voraussetzung für die Ent-
wicklung einer endothelialen Dysfunktion, bei der es u.a. zu einem Mangel an NO kommt 
(Boon and Horrevoets, 2009). 
1.2  Kardiovaskuläre Erkrankungen 
Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems sind nach wie vor die häufigste Todesursache in 
Deutschland und anderen Industrienationen. Über 40% der gesamten Todesfälle werden 
durch Herzinfarkt oder andere Herz-Kreislauferkrankungen vor allem bei älteren Men-
schen (>65 Jahre) verursacht (Statistisches Bundesamt Deutschland, Pressemitteilung Nr. 
354 vom 23.09.2011). Zu den häufigsten kardiovaskulären Erkrankungen zählen arterielle 
Verschlusskrankheiten, Herzinfarkt, Ischämie, Schlaganfall und Thrombose, die sehr häu-
fig eine Folgeerscheinung von Arteriosklerose sind (Anatomie Physiologie Pathophysiolo-
gie des Menschen, Gerhard Thews, Ernst Mutschler, Peter Vaupel, 6.Auflage, Wissen-
schaftliche Verlagsgesellschaft 2007). 
Die Arteriosklerose ist eine sich langsam entwickelnde chronische Entzündung großer bis 
mittelgroßer Arterien (Hansson, 2005). Umgangssprachlich wird diese Erkrankung auch 
als Arterienverkalkung oder –verhärtung bezeichnet und ist durch die Bildung einer neoin-
tima gekennzeichnet. Klassische Risikofaktoren, die die Entstehung und Entwicklung von 
Arteriosklerose begünstigen, sind Diabetes mellitus, Hypertonie, Rauchen, Dyslipidemie 
und genetische Veranlagung; neuerdings auch die rheumatoide Arthritis. Diese Risikofak-
toren begünstigen alle alleine oder zusammen die Ausprägung einer endothelialen Dys-




Es gibt eine Reihe von Ereignissen, die charakteristisch für den Verlauf der Arteriosklerose 
sind. Bedingt durch die endotheliale Dysfunktion und die daraus resultierende erhöhte 
Permeabilität der Endothelzellschicht, kommt es zu einer erhöhten Aufnahme und Akku-
mulation von LDL-Partikeln in der sub-intima. Da infolge der pulsatilen, zyklischen De-
formation der Gefäßwand auch die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies erhöht ist, 
wird das LDL dort oxidiert und zu oxLDL umgewandelt. Das oxLDL kann nicht mehr aus 
der Gefäßwand entfernt werden, häuft sich an und wird von Makrophagen und glatten 
Muskelzellen aufgenommen, die sich zu Schaumzellen umformen (Libby et al., 2002). Die 
dysfunktionale Endothelzellaktivierung zeigt sich in der Synthese und Sekretion von Ad-
häsionsmolekülen (VCAM-1, ICAM-1, E- und P-Selektin), Cytokinen und Chemokinen 
(z.B. IL-8, TNFα, Ang-2, VEGF, MCP1) (Eriksson et al., 2001). In Folge dessen adhärie-
ren Monozyten und transmigrieren in das darunterliegende Gewebe. Dort differenzieren sie 
zu Makrophagen und wandeln sich in Schaumzellen um, sobald sie mit oxLDL in Berü-
hung kommen; dadurch werden sie weiter pro-inflammatorisch aktiviert. Damit etabliert 
sich eine Entzündungsreaktion, die sich in einer frühen Läsion (fatty streaks) manifestiert 
(Libby, 2003). Die glatten Muskelzellen migrieren aus der mehrschichtigen media in die 
intima, proliferieren und produzieren Matrixproteine. Durch die vermehrte Ablagerung von 
Komponenten der extrazellulären Matrix spricht man von einer intermediären Läsion (fib-
rofatty streak). Die Läsionen nehmen in Anwesenheit von Risikofaktoren weiter zu, so 
dass sich ein chronisch inflammatorischer Prozess und ein allmählicher Gewebeumbau 
etabliert. Es entsteht eine bindegewebsartige Kappe unter dem Endothel, die innen einen 
Lipidkern aufweist. Dieser Kern besteht aus abgestorbenen Schaumzellen, die eine große 
Menge von oxLDL-Partikeln aufgenommen haben (Abb. 2) und v.a. Cholesterinestern. Im 
Randbereich der arteriosklerotischen Plaques kommt es zu einer weiteren Einwanderung 
von Monozyten und T-Zellen vom Typ Th1. Nach der Differenzierung der Monozyten zu 
Makrophagen und der gegenseitigen Stimulation der Makrophagen und Th1-Zellen sezer-
nieren diese Matrix-Metalloproteinasen (MMP2 und MMP9) (Oviedo-Orta et al., 2008), 
die den Plaque von innen heraus verdauen und instabil machen (weak fibrous cap) (Ross, 
1999). Wenn ein solcher Plaque rupturiert, kommt es entweder zum akuten thrombotischen 
Gefäßverschluss (Ischämie, Herzinfarkt, Schlaganfall) oder der Plaque wächst durch die 







 Skizze einer arteriosklerotischen Läsion (Stadium II) Abb. 2: 
Durch die endotheliale Dysfunktion akkumulieren LDL-Partikel in der intima, die durch ROS oxidiert 
werden. Die Endothelzellen werden aktiviert und exprimieren Chemokine und Adhäsionsmoleküle. 
Die rekrutierten Monozyten transmigrieren in die Gefäßwand, differenzieren zu Makrophagen und 
nehmen oxLDL-Bestandteile auf. Sie setzten Cytokine, Chemokine und ROS frei. Glatte Muskelzel-
len migrieren in die intima und proliferieren und nehmen ebenfalls oxLDL auf. Apoptotische Zellen 
und Lipidbestandteile akkumulieren in der intima. 
1.3 Das CD40-CD154 System 
Der CD40-Rezeptor und der CD40-Ligand (CD154) gehören zur Tumornekrosefaktor 
(TNF)- bzw. TNF-Rezeptor-Superfamilie und spielen bei thrombotischen und inflammato-
rischen Prozessen eine wichtige Rolle (Schönbeck and Libby, 2001b). Ursprünglich be-
kannt wurde dieses Paar durch die ko-stimulatorische Wirkung in der adaptiven Immunan-
twort, bei der u.a. die Interaktion zwischen B- und T-Zellen die humorale Entzündungsre-
aktion vermittelt (Clark and Ledbetter, 1986). Mittlerweile ist bekannt, dass sowohl CD40 
als auch CD154 von einer Vielzahl anderer Zelltypen exprimiert werden. 
CD40 ist ein Transmembranglykoprotein aus der Familie der TNF-Rezeptoren (Smith et 
al., 1994). Es ist ein immunreaktives Protein mit einer Größe von 43-50 kDa, das meist als 
Dimer beschrieben wird (Braesch-Andersen et al., 1989; Clark and Ledbetter, 1986). 
Durch die Interaktion mit dem trimeren Liganden kommt es zu einer Trimerisierung des 
Rezeptors (Peitsch and Jongeneel, 1993). Diese bewirkt eine Aktivierung von Kina-
sen/Phosphatasen (Knox and Gordon, 1993) und die Assoziation mit weiteren Proteinen, 
z.B. TNF-Rezeptor-assoziierte Faktoren (TRAF) (Galibert et al., 1998), die an den zyto-
plasmatischen Teil des CD40-Rezeptors binden können. Dabei induziert die Ligation von 
CD40 je nach Zelltyp und Differenzierungsgrad der Zellen spezifische Reaktionen (Kehry 




CD40 wurde in B-Zellen und Karzinomzellen identifiziert (Clark and Ledbetter, 1986; 
Koho et al., 1984; Paulie et al., 1985; Paulie et al., 1984). Später wurde CD40 auch in En-
dothelzellen nachgewiesen (Hollenbaugh et al., 1995; Karmann et al., 1995; Yellin et al., 
1995). Neben B-Zellen und Endothelzellen können u.a. auch T-Zellen, Monozyten und 
glatte Muskelzellen CD40 exprimieren.  
Neben der humoralen und der Zell-vermittelten Immunantwort aktiviert CD40 auch in 
nicht-Leukozyten einen pro-inflammatorischen Prozess. So bilden und sezernieren En-
dothelzellen pro-inflammatorische Cytokine wie Interleukin-1β und TNF-α sowie Chemo-
kine wie MCP-1. Außerdem werden Adhäsionsmoleküle, wie E-Selektin, VCAM-1 oder 
ICAM-1 verstärkt exprimiert. All diese Faktoren führen zu einer zunehmenden Rekrutie-
rung und Adhäsion von Leukozyten. Die CD40-Ligation induziert auch die Expression von 
Matrix-Metalloproteinasen und von Tissue Factor (TF) und modifiziert damit u.a. die Zu-
sammensetzung der extrazellulären Matrix und die anti-koagulatorische Aktivität der En-
dothelzellen (Schönbeck and Libby, 2001b). 
CD154 ist ein Typ II-Transmembranprotein der TNF-Familie (Smith et al., 1994), das als 
Gesamtprotein eine Größe von 39 kDa besitzt. Es gibt auch eine häufig beschriebene, lös-
liche Form mit 18 kDa (Graf et al., 1995; Ludewig et al., 1996; Wykes et al., 1998). Die 
Expression von CD154 ist fast ausschließlich nicht-konstitutiv, kann aber in vielen Leuko-
zyten induziert werden. Ursprünglich als Oberflächenmarker bei aktivierten T-Zellen iden-
tifiziert, ist CD154 auch auf aktivierten Thrombozyten präsent. Thrombozyten präsentieren 
den Liganden innerhalb von Sekunden nach Aktivierung auf der Zelloberfläche und stellen 
darüber hinaus die Hauptquelle für den löslichen Liganden (sCD154) im Blut dar 
(Antoniades et al., 2009; Heeschen et al., 2003).  
CD40 und CD154 spielen in chronischen Entzündungskrankheiten wie der Arteriosklerose 
eine entscheidende Rolle. CD40 sowie CD154 ist auf fast allen Zelltypen in arterioskleroti-
schen Läsionen präsent. T-Zellen, Thrombozyten und Endothelzellen exprimieren CD154, 
während CD40 auf Makrophagen, Endothelzellen, glatten Muskelzellen und B-Zellen 
nachgewiesen wurde (Lutgens et al., 2007; Schönbeck and Libby, 2001a). CD154-
blockierende Antikörper oder Knockout-Mausmodelle zeigten eine Verminderung von ar-
teriosklerotischen Läsionen (Lutgens et al., 1999; Mach et al., 1998) oder eine Entwick-
lung zu lipidarmen, kollagenreichen, stabilen Plaque-Phänotypen (Lutgens et al., 2000; 
Schönbeck et al., 2000a; Schönbeck et al., 2000b). Endothelzellen von LDL-Rezeptor-
knockout Mäusen exprimieren durch einen dehnungs-abhängigen Mechanismus CD40 an 
arteriellen Gefäßverzweigungen, den arteriosklerotischen Prädilektionsstellen (Korff et al., 
2007). Die CD40-Stimulation in Endothelzellen induziert darüber hinaus die Expression 
des Liganden selbst, so dass transmigrierende Monozyten über die CD40-CD154 Ligation 
zusätzlich aktiviert werden (Wagner et al., 2004). Damit verstärken CD40-CD154 Wech-





1.4  Von Willebrand Faktor (vWF) 
Der von Willebrand Faktor (vWF) ist ein multimeres Glykoprotein, das hauptsächlich in 
Endothelzellen und Megakaryozyten gebildet und in den α-Granula der Thrombozyten und 
in den Weibel-Palade Körperchen der Endothelzellen gespeichert wird (Jaffe et al., 1974). 
Bei Gefäßverletzungen vermittelt vWF in der primären Hämostase über das Glykoprotein 
Ib die Adhäsion von Thrombozyten an das subendotheliale Kollagen und aktiviert damit 
die Blutstillung. Defekte in der Bildung oder der Sekretion dieses Faktors haben eine er-
höhte Blutungsneigung zur Folge und sind charakteristisch für die von Willebrand Krank-
heit (von Willebrand disease, VWD), die zu den häufigsten humanen, erblichen Blutungs-
störungen zählt (Sadler, 2009a). 
vWF ist ein Protein mit einer ganz besonderen Struktur – es ist ein riesiger Concatamer 
(Springer, 2011). Die Biosynthese ist ein komplexer Prozess (Sadler, 2009b; Springer, 
2011; Valentijn et al., 2011; van Mourik et al., 2002; Wagner, 1990): Endothelzellen gene-
rieren im endoplasmatischen Retikulum ein 350 kDa präpro-vWF Monomer, das über 
Disulfidbrücken zwischen C-terminalen Cysteinen zum pro-vWF dimerisiert. Die Dimere 
werden in den Golgi-Apparat transportiert, wo sie über Disulfidbrücken am N-Terminus 
multimerisieren. Der so entstandene Concatamer kann eine Größe bis zu 20 MDa errei-
chen. Zusätzlich wird der Multimer umfangreich modifiziert, u.a. glykosyliert, sulfatiert 
und durch Furin in Propeptid und das reife vWF-Protein gespalten. Im trans-Golgi-
Netzwerk kann vWF entweder direkt konstitutiv sekretiert werden oder es wird für die 
regulierte Freisetzung hoch kondensiert in Weibel-Palade Körperchen (Weibel-Palade bo-
dies, WPB) verpackt (Weibel and Palade, 1964). Diese sind stäbchenförmige Organellen 
mit einer hohen elektronendichten, gestreiften Struktur, die einen Durchmesser von 100-
200 nm haben und etwa 1-5 µm lang sind. Neben vWF enthalten diese Organellen z.B. 
auch P-Selektin, Angiopoietin-2 (Ang-2) und Interleukin 8 (IL-8). Durch das Speichern 
von vWF in den WPB verdichtet sich das multimere Protein etwa 100fach und es bestimmt 
die einzigartige, tubuläre Form dieser Organellen. Vermutlich besitzt diese spezielle, läng-
liche Form eine essentielle, physiologische Funktion, weil sie bei der stimulierten Exozy-
tose ein schnelles Abrollen des vWF in einen ultralangen Faden von 100-1000 µm ermög-
licht.  
Die vWF-Fäden spielen in der Hämostase eine wichtige Rolle. Die ultralangen Fäden sind 
hochadhäsiv für Thrombozyten und werden daher unter physiologischen Bedingungen 






1.5  Thrombozyten 
Thrombozyten sind spezielle Blutzellen, die in physiologischen und pathophysiologischen 
Prozessen der Hämostase, der Entzündung, der Tumormetastasierung und der Wundhei-
lung eine zentrale Rolle spielen. Sie sind die kleinsten Blutzellen (3,6 x 0,7 µm), die von 
Megakaryozyten im Knochenmark als kernlose Fragmente in die Zirkulation abgegeben 
werden. 
Die Thrombozyten stehen im Zentrum der primären Hämostase, d.h. beim Wundverschluss 
nach Verletzungen der Gefäßwand (Jurk and Kehrel, 2005). Bei einer Gefäßverletzung 
interagieren sie über Glycoproteine mit der extrazellulären Matrix (vWF und Kollagen), sie 
binden, werden aktiviert und bilden Pseudopodien (shape change). Sie sezernieren ihre α-
Granula, die neben Koagulationsfaktoren auch Chemokine, Adhäsionsproteine, mitogene 
Faktoren und Regulatoren der Angiogenese enthalten. Diese Faktoren beeinflussen die 
interagierenden Thrombozyten selbst, Blutzellen und das Gefäß. ADP und Serotonin, frei-
gesetzt aus den dense bodies, verstärken die Aktivierung und Adhäsion weiterer Throm-
bozyten an die Gefäßwand. Die aktivierten Thrombozyten synthetisieren aus Arachidon-
säure de novo Tromboxan A2, den wichtigsten pro-aggregatorischen Faktor, und aggregie-
ren über die Bindung an Fibronectin, wodurch sich ein stabiler Thrombus bildet (Jurk and 
Kehrel, 2005). 
Aktivierte Thrombozyten binden selbst über αIIbβ3 an vWF, Fibrinogen oder Fibronectin 
an Endothelzellen (Bombeli et al., 1998). Diese Thrombozyten sind auch unter hohen 
Flussbedingungen in der Lage Leukozyten an die Gefäßwand zu rekrutieren. Über ihr Re-
pertoire an Adhäsionsmolekülen (P-Selektin) und löslichen Botenstoffen, z.B. CXCL4 und 
CCL5, sind sie über ihre Funktion in der primären Hämostase hinaus ein Vermittler zwi-
schen Endothelzellen und Immunzellen (Seizer et al., 2008; von Hundelshausen et al., 
2009). So können aktivierte Thrombozyten auch bereits im Blut Komplexe mit Monozyten 
bilden, die dann verstärkt an die Gefäßwand binden (da Costa Martins et al., 2004). In die-
sen Aggregaten aktivieren sich die Thrombozyten und Monozyten gegenseitig (McEver, 
2001; Neumann et al., 1997). 
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2  Zielsetzung dieser Arbeit 
Verschiedene Studien haben bereits gezeigt, dass sowohl die Zell-Interaktion zwischen 
Endothelzellen, Thrombozyten und Leukozyten als auch die Ligation von CD40 mit 
CD154 die Entwicklung von Arteriosklerose entscheidend beeinflussen (Huo et al., 2003; 
Ishikawa et al., 2005; Lutgens et al., 1999; Mach et al., 1998; Massberg et al., 2002). In der 
Arbeitsgruppe von Prof. Hecker konnte bereits gezeigt werden, dass Endothelzellen in vivo 
an arteriosklerotischen Prädilektionsstellen CD40 exprimieren (Korff et al., 2007). Weiter-
hin führte die CD40-CD154 Interaktion in primär kultivierten Endothelzellen zu einer ge-
steigerten CD154-Expression, die zu einer zusätzlichen Aktivierung von transmigrierenden 
Monozyten führte (Wagner et al., 2004).  
Während die Rolle von Thrombozyten in späteren Stadien der Arteriosklerose gut unter-
sucht ist (Bedeutung für das akute Koronarsyndrom etc.) gibt es lediglich Hinweise auf 
ihre Beteiligung and der Initialphase dieser Gefäßerkrankung. Insbesondere der Mecha-
nismus über den sich Thrombozyten an eine ansonsten gesunde Endothelzellschicht anla-
gern können, ist weitgehent unbekannt. Hier könnte der CD154-stimulierten vWF-
Freisetzung aus den Endothelzellen (an den Prädilektionsstellen) eine besondere Bedeu-
tung zukommen. 
Bislang ist nicht bekannt, ob die CD40-Aktivierung in Endothelzellen zu einer luminalen 
vWF-Freisetzung und Fadenbildung führt, die eine Adhäsion und Aktivierung von Throm-
bozyten und nachfolgend die Interaktion zwischen Thrombozyten und intakten Endothel-
zellen ermöglicht. Abbildung 3 zeigt die hypothetische Verkettung der initiierenden Fakto-
ren für die Entstehung der Arteriosklerose. 
 
 
 Arbeitshypothese Abb. 3: 
Die CD154-CD40 Wechselwirkung in Endothelzellen führt zu einer luminalen Freisetzung des mul-
timeren von Willebrand Faktors (ULVWF) aus den Weibel-Palade Körperchen (WPB). Unter Fluss-
bedingungen bilden sich vWF-Fäden auf der Endothelzelloberfläche, die die Thrombozyten-
Adhäsion und Aktivierung und die Leukozytenrekrutierung vermitteln. Die transmigrierenden Mo-





In der vorliegenden Arbeit sollte die Hypothese untersucht werden, ob die CD40-
Stimulation in intakten Endothelzellen zur einer vWF-Freisetzung führt und welche Sig-
nalmechanismen daran beteiligt sind. Im Detail waren folgende Untersuchungen geplant: 
1) Etablierung eines Zellkulturmodelles, bei dem humane Endothelzellen aus der Nabel-
schnurvene (HUVEC) unter Flussbedingungen kultiviert, stimuliert und mit Immunflu-
oreszenzfärbungen analysiert werden können. 
2) Darstellung und Quantifizierung der endothelialen vWF-Freisetzung mit Hilfe von 
Immunfluoreszenzfärbungen und ELISA-Technik, um spezifisch vWF im Medium-
überstand und auf der Zelloberfläche zu analysieren und zu quantifizieren. 
3) Etablierung von Calcium Imaging-Methoden, um die CD154-induzierten Änderungen 
der intrazellulären Calciumkonzentration darzustellen und zu charakterisieren. Viele 
Exozytose-Prozesse, wie auch die vWF-Sekretion, sind bekanntermaßen Calcium-
abhängig. Die Messungen sollten sowohl unter statischen als auch unter Flussbedin-
gungen durchgeführt werden. 
4) Untersuchung der Signalkaskade der CD154-induzierten vWF-Freisetzung mit Hilfe 
von pharmakologischen Inhibitoren in Kombination mit den etablierten Methoden 




3  Material und Geräte 
3.1  Chemikalien 
Allgemeine Chemikalien und Grundsubstanzen wurden von den Firmen Merck (Darm-
stadt), Sigma-Aldrich (Steinheim), Roth (Karlsruhe) oder Roche (Mannheim) bezogen. 
3.2  Verbrauchsmaterialien 
Plastikmaterial für die Zellkultur und die molekularbiologischen Arbeiten wurde von den 
Firmen Eppendorf (Hamburg), TPP (Trassdingen, Schweiz), Greiner (Frickenhausen), BD 
Falcon (Heidelberg), Nunc (Langenselbold) und Sarstedt (Hannover) bezogen. 
3.3  Allgemeine Geräte 
3.3.1  Zellkultur 
Gerät Typ Hersteller 
Inkubatoren Function line  Heraeus Instruments  
 innova® co-170 New Brunswick Scientific  
 Water-Jacketed Inkubator 3250 Forma Scientific 
Sterilbank Hera safe Thermo Scientific 
Zentrifuge Universal 32 Hettich Zentrifugen 
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss 
Wasserbad E11 Dinkelberg analytics 
 
3.3.2 Molekularbiologie 
Gerät Typ Hersteller 
Heizblock HBT-1 131 HLC 
Mini Zentrifuge und Vortex FUGE-VORTEX 2400 L.U.M. München 
Eppizentrifuge Pico 21 centrifuge Heraeus 
Tischzentrifuge MIKRO 22R Hettich Zentrifugen 
Power Supply PowerPac ™Basic Biorad 
Transblot-Kammer Mini-Protean®3-Cell Biorad 
Geldokumentation Quantity One Biorad 
Light Cycler Light Cycler Roche 
ELISA-Reader Powerwave Xs BioTek 
ELISA-Reader Software KC Junior V1.41.8 BioTek 
Vertikalelektrophoresekammer Mini-Protean III Biorad 
 




Immunfluoreszenz   
Gerät Typ Hersteller 
Mikroskop Axiovert S100TV Zeiss 
Filtersatz  FITC/TRITC/DAPI Zeiss 
 
   FITC λex 460-500 nm, λem 515 nm LP 
 
   TRITC λex 525-550 nm, λem 580-635 nm 
 
   DAPI λex 340-380 nm, λem 435-485 nm 
Software Metamorph (Version 6.1r2) Visitron 
Shutter MicroMAX Princeton Instruments 
Laser X-Cite Series 120 PC EXFO 
 
Calcium Imaging (Fura-2) 
Gerät Typ Hersteller 
CCD-Kamera DX4-285 FW Kappa 
Peristaltikpumpe IPS4 Ismatec 
Objektiv 160/- Fluotar 10x/0,30 (Objektiv) Zeiss 
Xe-Laser Polychrome II Till Photonics 
Software Kappa-Bildaufnahme-Software Kappa 
Apparatur entwickelt von R. Förderer und Prof. R. Nobiling 
 Perfusionsanlage  entwickelt von Prof. R. Nobiling 
 Kamerasteuerung entwickelt von Prof. R. Nobiling 
 ImageJ-Software  V1.44n NIH, USA 
 
Calcium Imaging (Fluo-4)  
Gerät Typ Hersteller 
Mikroskop IX 81 Olympus 
Laser MT20 Olympus 
Control-Box IX2-UCB Olympus 
B/W-CCD-Kamera ORCA-ER Hamamatsu 
Software Cell® Olympus 
Filter  DAPI/ GFP/ T-Red Olympus 
 
   DAPI λex 403 nm 
 
 
   GFP λex 470 nm 
 
 
   T-Red λex 572 nm 
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3.4 Allgemeine Puffer und Lösungen 
Puffer Zusammensetzung 
PBS 140 mM NaCl 
 
2,7 mM KCl 
 
31,5 mM Na2HPO4 
 
1,5 mM KH2PO4 
 
pH 7,5 
PBST PBS mit 0,05% Tween-20 
TBS 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
 
150 mM NaCl 
TBST TBS mit 0,05% Tween-20 
TBE 90 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
 
73 mM Borsäure 
 
3 mM EDTA 
3.5  Zellkultur 
3.5.1 Zellkultur von humanen Nabelschnurvenenendothelzellen 
Substanz/Gegenstand Bestellnummer/Zusammensetzung Hersteller 
Penicilin/Streptomycin 15070063 Invitrogen 
Fungizon  15290026 Invitrogen 
Fetales Kälberserum 105000064 Invitrogen 
Trypsin/EDTA 25300054 Invitrogen 
Trypan Trypan Blue Solution, 0,4% (T8154) Sigma-Aldrich 
HBSS-/-  w/o Ca & Mg, w/o Phenolrot (H15 009) PAA 
 
+PSF  
 HBSS+/+ with Ca & Mg, w/o Phenolrot (H15 008) PAA 
Gelatine 2% Gelatine Typ B (G-9391) in 0,1 M HCl Sigma-Aldrich 
Dispase 5 g auf 1,6 l Bidest (17105041) Invitrogen 
Waschmedium Medium-199 (41150087) + PSF Invitrogen 
Kultivierungsmedium EC Basalmedium (C-22210) Promocell 
 
+ Supplement Pack (C-39210)  Promocell 
 










 Methocel (Stocklösung) Methyl Cellulose, m-0512 Sigma Aldrich 
 
6 g Autoklavieren 
 
 




Auf 500 ml mit Basalmedium auffüllen 
 
 
1-2 Stunden bei 4°C mischen 
 








 96-Lochplatte (U-Form) Suspensionskultur Microplatte Greiner 
 
U-Boden (650185) 
 Präparationsbesteck Schere, Pinzette, Knopfkanülen FST 
µ-slide VI0.4 ibitreat (80606) ibidi 
Kipptisch hergestellt von R. Förderer (Institutsintern) 
 
Deckgläschen ø12 mm #1 rund (9161064) Buddeberg 
sCD154 Recombinant soluble human CD40Ligand BenderMedSystems 
 
BMS308/2, 0,1 µg/ml in PBS (pH 7,2) 
 
Histamin H7125, 2 M in H2O Sigma-Aldrich 
Forskolin 1099, 10 mM in DMSO Tocris 





O6754, 50 mM in DMSO 
 Angiopoietin-1 Recombinant human angiopoietin-1 R&D Systems 
 
923-AN, 10 µg/ml in PBS + 0,1% BSA 
 
3.5.2 Zellkultur von Maus-Myelomzellen 
Zellen/Substanz Bestellnummer/Zusammensetzung Quelle/Hersteller 
CD154+ Myelomzellen  P3XTB.A7 Richard A. Kroczek,  
Robert-Koch-Institut Berlin 
Kontroll-Myelomzellen P3X63Ag8.653 (85011420) ECACC 
RPMI1640 #72400 Invitrogen 
+10% FCS 
+PSF 
Geneticin Selektionsantibiotikum (P11-012) PAA 
G-418 Sulphat, 200 µg/ml 
Suspensionszellkulturflaschen T25, #83.1810.502 Sarstedt 
3.5.3 Inhibitoren (Stocklösungen) 
Inhibitor Stocklösung Bestellnummer Hersteller 
BAPTA-AM   20 mM in DMSO  A1076 Sigma-Aldrich 
Thapsigargin   50 mM in DMSO  T9033 Sigma-Aldrich 
CPA   10 mM in DMSO  C1530 Sigma-Aldrich 
2-APB   50 mM in DMSO  1224 Tocris 
Xestospongin C     1 mM in DMSO  1280 Tocris 
BafilomycinA1     1 mM in DMSO  1334 Tocris 
U73122     5 mM in DMSO  U6756 Sigma-Aldrich 
U73343     5 mM in DMSO  U6881 Sigma-Aldrich 
HerbimycinA 100  µM in DMSO  H6649 Sigma-Aldrich 
PP2   10 mM in DMSO P0042 Sigma-Aldrich 
Gadolinium (GdCl3)   50 mM in H2O  G7532 Sigma-Aldrich 
Flufenaminsäure 100 mM in DMSO  F9005 Sigma-Aldrich 
SKF-96365   30 mM in DMSO  S7809 Sigma-Aldrich 
H89   10 mM in H2O  2910 Tocris 
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GF 109203x    1 mM in DMSO 741 Tocris 
3.6   Molekularbiologische Methoden 
3.6.1  Verwendete Kits und Materialien zur Analyse von Nukleinsäuren 
Substanz/Gegenstand Zusammensetzung/Bestellnummer Hersteller 
RNeasy Mini Kit Isolation von Gesamt-mRNA (74106)  Qiagen 
Omniscript RT Kit cDNA Synthese aus Gesamt-RNA (205113) Qiagen 
OligodT-Primer 50 µg/ml in 1x Reverse Transkriptase Puffer (C110A) Promega 
RNase-Inhibitor 1 U/µl in 1x Reverse Transkriptase Puffer (N211B) Promega 
SYBR® Green QuantiTect SYBR Green PCR-Kit (204145) Qiagen 
LightCycler Kapillaren 04 929 292 011  Roche 
Ethidiumbromid 7870,1 Roth 
Agarose A8963, 1-2% in TBE AppliChem 
3.6.2 Primer 
Primer Sequenz/Bestellnummer Quelle/Hersteller 
RPL-32 forward 5’ agg cat tga caa cag ggt tc 3’, NM_001007074 Biomers 
RPL-32 reverse 5’ gtt gca cat cag cag cac tt 3’, NM_001007074 Biomers 
E-Selektin forward 5’ agg tga acc caa caa tag gc 3’, NM_000450 Biomers 
E-Selektin reverse 5’ gct gca cct ctc atc att cc 3’, NM_000450 Biomers 
vWF Hs_VWF_1_SG (QT00051975) 
 
 
10x Quant Tect Primer Assay Qiagen 
ADAMTS13 Hs_ ADAMTS13_1_SG (QT00023156) 
 
 
10x Quant Tect Primer Assay Qiagen 
PLCγ1  Hs_PLCg1 (QT 00048377) Qiagen 
 
10x Quant Tect Primer Assay 
 PLCγ2  Hs_PLCg2 (QT 00050393) Qiagen 
 
10x Quant Tect Primer Assay 
 Marker Ultra-low-range-marker  Fermentas 
 
(10, 15, 20, 25, 35, 50, 75, 100, 150, 200, 300 bp) 
 
3.6.3 Verwendete Materialien zur Analyse von Proteinen 
Puffer/Substanz Zusammensetzung Hersteller 
Homoosmotischer Puffer 20 mM HEPES pH 7,4 
 
 
1 mM EDTA 
 
 
Direkt vor Gebrauch zuzugeben: 
 
 
1 mM DTT 
 
 
2 µl/ml Pefabloc 
 
 
12 µl/ml PIM 
 Lysepuffer 150 mM NaCl 
 
 








Direkt vor Gebrauch zuzugeben: 
 
 
100 µM DTT bzw 1 mM Na3VO4 
 
 
2 µl/ml Pefabloc 
 
 
12 µl/ml PIM 
 Protease-Inhibitor-Mix (PIM) Pepstatin A (1 mg/ml) (P5318) Sigma-Aldrich 
 
Leupeptin (1 mg/ml) (L2884) Sigma-Aldrich 
 
Mischung im Verhältnis 1:1 
 
 
Pepstatin A – 6 µg/ml final 
 
 
Leupeptin – 6 µg/ml final 
 Pefabloc 40 mg/ml (76307) Sigma-Aldrich 
 
Eingesetzt: 80 µg/ml 
 Dithiothreitol (DTT) 5 M in H2O (D0632) Sigma-Aldrich 




3.6.4 Western Blot  
Substanz/Puffer Zusammensetzung Hersteller 





(15, 20, 37, 50, 75, 100, 150, 200 kDa) 






8% Acrylamid/0,24% Bisacrylamid 
 
 
0,04% Ammoniumpersulfat (APS) 
 
 
0,02% Tetramethylethylendiamin (TEMED) 
 Trenngel (10%) 0,375 M Tris-HCl, pH 8,8 
  0,2% SDS 
 
 
10% Acrylamid/0,3% Bisacrylamid 
 
 
0,04% Ammoniumpersulfat (APS) 
 
 
0,02% Tetramethylethylendiamin (TEMED) 






12% Acrylamid/0,36% Bisacrylamid 
 
 
0,04% Ammoniumpersulfat (APS) 
 
 
0,02% Tetramethylethylendiamin (TEMED) 






4% Acrylamid / 0,12% Bisacrylamid 
 
 
0,04% Ammoniumpersulfat (APS) 
 
 
0,04% Tetramethylethylendiamin (TEMED) 
 Laufpuffer 25 mM Tris-HCl, pH 8,3 
 
 




 Transferpuffer 25 mM Tris-HCl, pH 8,3 
 
 
192 mM Glycin 
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50 mM DTT (frisch dazugeben) 












25 mM DTT (frisch dazugeben) 
 PVDF Immobilon®-P (IPVH 00010; 0,45 µm) Millipore 
PVDF Immobilon -PSQ (ISEQ 00010; 0,2 µm) Millipore 
Milch T145.1, 5% in TBST Roth 




Roentoroll AC Super Plus X-ray developer 
(#104038) Tetenal (Norderstedt) 
Fixierer Superfix 25 X-ray fixing solution (#104701) Tetenal (Norderstedt) 
Film High Performance chemiluminescence film GE Healthcare 
 
Amersham Hyperfilm™ ECL (#28906835) 
 
3.6.5 Antikörper 
Antikörper Typ/Bestellnummer Hersteller 
PLCg1 mouse anti-human PLC g1 (ab41433), 1:1000 abcam 
PLCg2 mouse anti-human PLC g2 (H00005336-B01P), 1:1000 Abnova 
p-PLCg1 (Tyr 783) rabbit anti-human p-PLCg1 (Tyr 783), sc-12943 R, 
1:1000 
Santa Cruz  
Biotechnologies 
p-PLCg2 (Tyr 753) rabbit anti-human p-PLCg2 (Tyr 753), #3874 1:1000 Cell Signaling 
Technologies 
b-Aktin mouse anti-b-Aktin [AC-15], ab6276, 1:5000 abcam 
Calretikulin rabbit anti-Calreticulin, ab4, 1:500 abcam 
CD154 rabbit anti-human CD154 (H-215), sc-9097, 1:1000 Santa Cruz  
Biotechnologies 
Sekundärantikörper anti-mouse HRP, 1:5000, A4416, 1:5000 Sigma Aldrich 
 anti-rabbit HRP, 1:5000, A6154, 1:5000 Sigma Aldrich 
3.7   Immunhistochemische Methoden 
3.7.1  Immunfluoreszenzfärbung 
Puffer Zusammensetzung Hersteller 
Hank´s BSS  with Ca & Mg (H15 008) PAA  
Zinkfix 0,1 M Tris-HCl (pH 7,4)  
 3,2 mM Calciumacetat  
 27 mM Zinkacetat  
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 37 mM Zinkchlorid  
Isofix 0,3% Parafomaldehyd  
 1% Glutaraldehyd  
 0,07 M Cacodylatpuffer  
 (pH 7,3)  
PFA-Fixans 4% PFA  
 0,02 mM CaCl2  
 13,6 g/l Saccharose  
 in PBS  
Blockierlösung 0,25% Casein  
 15 mM Natriumazid  
 0,1% BSA  
 50 mM Tris-HCl (pH 7,6)  
Primärantikörper Rabbit anti-human-von Willebrand Faktor (F3520) Sigma-Aldrich 
 Monoclonal mouse anti-human CD31  DAKO 
 Clone JC70A (M0823)  
Sekundärantikörper donkey-anti-rabbit-IgG-Cy3 (711-166-152) Dianova 
 0,75 mg/ml in 50% Glycerin, 1:100  
 donkey-anti-mouse-IgG-Dylight488 (715-486-151) Dianova 
 0,75 mg/ml in 50% Glycerin, 1:100  
DAPI 1 µg/ml 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (D1306) Invitrogen 
Mowiol 10% Mowiol 4-88 (475904) Calbiochem 
 25% Glycerin  
 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5)  
 2,5% DABCO  
DABCO 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane (D-2522) Sigma-Aldrich 
 




Puffer/Substanz Zusammensetzung/Bestellnummer Hersteller 
96-Lochplatten MicrotestTM 96-Loch-ELISA Plate, Clear (353279) BD-Falcon 
Antikörper Anti-human von Willebrand Faktor (A0082) Dako 
 
Anti-human von Willebrand Faktor-HRP (P0226) Dako 
Puffer A 1,63 mM NaH2PO4.H2O 
 
 
8,5 mM Na2HPO4.2H2O 
 
 
0,145 M NaCl 
 Puffer B 1,5 mM NaH2PO4.H2O 
 
 
8,5 mM Na2HPO4.2H2O 
 
 
0,5 M NaCl 
 
 
0,1% Tween 20 
 Blockierlösung 0,4% BSA in Aqua dest. 
 Substrat ABTS Puffer (11112597001) Roche 
 
ABTS Tabletten (11112422001) Roche 
Standard Standard Human Plasma 
 
3.8  Calcium-Imaging 
3.8.1  Fura-2 
Substanz Zusammensetzung/Bestellnummer Hersteller 
Fura-2-AM 1 mM in DMSO (F1201) / Pluronic F127 (1:1) Invitrogen 
Perfusionsmedium EC Basalmedium (C-22210) + PSF Promocell 
Deckgläschen rund, ø 12 mm, #1 (#9161064) Buddeberg 
3.8.2 Fluo-4 
Substanz Zusammensetzung/Bestellnummer Hersteller 
Glasbodenschalen ibidi µ-Dish 35mm, high glass bottom (#81158) ibidi 
Fluo-4-AM 1 mM in DMSO (F14201) 1:1000 Invitrogen 
HBSS +/+/+ HBSS with Ca & Mg (H15-008) PAA 
 
20 mM HEPES (pH 7,4) 




4  Methoden 
4.1  Zellkultur 
Die Arbeiten in der Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Die Kulti-
vierung der Zellen erfolgte in Inkubatoren mit 37°C, 5% CO2 und gesättigter Luftfeuchtig-
keit. 
4.1.1 Präparation von Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) 
Als Zellkulturmodell wurden humane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene verwendet. 
Für die Präparationen wurden Nabelschnüre verwendet, die maximal 24 Stunden (einen 
Tag nach der Entbindung) alt und mindestens 15 cm lang waren. 
Die Nabelschnur wurde unter möglichst sterilen Bedingungen gesäubert. An den Enden 
wurde je eine Knopfkanüle mit Dreiwegehahn in der Vene platziert und mit Kabelbindern 
fixiert. Die Vene wurde mit 37°C warmem HBSS-/- gespült, vollständig gefüllt und auf 
Löcher kontrolliert. Anschließend wurde die Vene mit Dispase vollständig gefüllt und für 
30 min bei 37°C inkubiert. Das enzymatische Ablösen der Zellen wurde mechanisch durch 
leichtes Massieren der Nabelschnur unterstützt. Die Zellsuspension wurde anschließend in 
einem sterilen Röhrchen gesammelt. Die Vene wurde wieder mit HBSS-/- vollständig ge-
füllt, massiert und die Zellsuspensionen vereinigt. 
Die Zellsuspension wurde 5 min bei 1000 rpm und RT zentrifugiert und das Zellpellet in 
Kultivierungsmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde gleichmäßig auf Zellkultur-
schalen verteilt, die bereits mindestens 30 min bei 37°C mit Gelatine beschichtet und min-
destens zweimal mit Waschmedium gewaschen wurden. Die HUVECs wurden bei 37°C 
und 5% CO2 kultiviert. Nach mindestens 4 bis maximal 24 Stunden wurden die Zellen mit 
Waschmedium gewaschen und mit Kultivierungsmedium weiter kultiviert.  
4.1.2 Präparation von HUASMC 
Als Zellkulturmodell wurden glatte Muskelzellen aus der Nabelschnurarterie eingesetzt. 
Dafür wurden mindestens 15 cm lange und höchstens 24 Stunden alte Nabelschnüre ver-
wendet. 
Die Nabelschnur wurde unter möglichst sterilen Bedingungen gesäubert. Die Arterien 
wurden freipräpariert und von Bindegewebe befreit. Nachdem sie dreimal über eine kleine 
Knopfkanüle geschoben wurde, wurde das Gefäß mit HBSS-/- reichlich gespült. Die Arte-
rien wurden längs in 2-3 mm lange Stücke geschnitten und die Gefäßringe wurden aufrecht 
in eine Zellkulturschale gesetzt. Nachdem die Ringe für eine Viertelstunde im Inkubator 




nerhalb der nächsten 14 Tage aus den Gefäßringen herauswachsen, dann wurden die Ringe 
entfernt und die Zellen weiter kultiviert. Es wurde etwa alle 3 Tage ein Medienwechsel 
durchgeführt. 
4.1.3  Statische Zellkultur von HUVEC 
Für die Zellkulturversuche wurden die primären HUVEC einmal passagiert (P1). Dazu 
wurden die Zellen bei einer Konfluenz von etwa 90-100% zweimal mit HBSS-/- gewaschen 
und anschließend mit Trypsin/EDTA Lösung überschichtet und für 5 min inkubiert. Das 
Ablösen der Zellen wurde mit dem Lichtmikroskop überprüft. Die Zellsuspension wurde in 
Medium mit 5% FCS resuspendiert. Die Zellzahl wurde mittels Lebendzellfärbung mit 
Trypanblau bestimmt. Dazu wurden 15 µl der Zellsuspension mit 5 µl 0,4%iger Trypan-
blau-Lösung vermischt und in eine Neubauer-Zählkammer überführt. Der Mittelwert der 
Zellzahl der vier Eckquadrate multipliziert mit dem Kehrwert der Verdünnung (4/3) und 
mit dem Kammerfaktor 104 ergibt die Zellzahl in der Suspension pro Milliliter. 
Zellzahl = 
(Anzahl der Zellen) * (Kammerfaktor)






Die Zellen wurden für 5 min bei 1000 rpm sedimentiert und mit einer angemessenen Zell-
zahl in Supplementmedium resuspendiert und auf neuen, Gelatine-beschichteten Zellkul-
turplatten ausgesät. Es wurde alle 2-3 Tage ein Medienwechsel durchgeführt. Die Zellen 
sollten innerhalb von 5-7 Tagen eine Konfluenz von 95-100% erreicht haben und sind 
dann in den entsprechenden Zellkulturversuchen eingesetzt worden. 
4.1.4  Statische Zellkultur von HUVEC auf Deckgläschen 
Für die Calcium-Messungen unter Flussbedingungen wurden die HUVEC als Passage 1 
auf Deckgläschen ausgesät und für den Versuch in eine spezielle Flusskammer eingesetzt. 
Dazu wurden die Deckgläschen zuerst sterilisiert (180°C für mindestens drei Stunden) und 
anschließend einzeln in die Löcher der 24-Lochplatte gebracht. Nach einer 30-minütigen 
Inkubationsphase mit Gelatine wurden die Deckgläschen zweimal mit Waschmedium ge-
waschen. Die mittels Trypsin/EDTA in Suspension gebrachten HUVEC wurden mit 
Trypanblau ausgezählt, sedimentiert (1000 rpm, 5 min, RT) und anschließend auf den 
Deckgläschen ausgestreut (50.000-75.000 Zellen pro Vertiefung einer 24-Lochplatte) und 
bis zur Konfluenz weiter kultiviert. 
4.1.5  Statische Zellkultur von HUVEC auf Glasbodenschalen 
Für die Calcium-Messungen unter statischen Bedingungen mit Fluo-4 wurden die HUVEC 
in Glasbodenschalen ausgesät (P1). Diese Schalen bestehen aus 35 mm Zellkulturschalen 




gleichzeitig optimale Bedingungen für die Kultivierung von Zellen und für die hochauflö-
sende Fluoreszenzmikroskopie lebender Zellen. 
Zunächst wurden die Glasbodenschalen mit Gelatine beschichtet. 500 µl der Gelatinelö-
sung wurden auf dem Glasboden verteilt und für 30 min im Inkubator inkubiert. Anschlie-
ßend wurde die ganze Schale zweimal mit HBSS-/- und einmal mit Waschmedium gewa-
schen. Die mittels Trypsin/EDTA in Suspension gebrachten HUVEC wurden mit Trypan-
blau ausgezählt und sedimentiert (1000 rpm, 5 min, RT). Die Zellen wurden mit 
120.000 Zellen pro ml in Supplementmedium resuspendiert. Das Waschmedium wurde 
vollständig von den Glasbodenschalen entfernt und 500 µl der Zellsuspension auf dem 
Glasboden gleichmäßig verteilt. Für eine vereinfachte Handhabung wurden je drei Glasbo-
denschalen in einer 100 mm Schale im Inkubator untergebracht. Nach etwa 1-2 Stunden 
wurde das Medium in den Glasbodenschalen auf 1,5 ml aufgefüllt. Die Zellen wurden bis 
zu 95%-100% Konfluenz weiter kultiviert. 
4.1.6  Zellkultur von HUVEC unter oszillierenden Flussbedingungen 
Die Nachahmung der Flussbedingungen der in vivo Situation ist ein entscheidender Schritt 
in der Untersuchung der Arterioskleroseentstehung. Arteriosklerose entsteht bevorzugt in 
Bereichen des Gefäßsystems, in denen oszillierende Flussbedingungen (disturbed flow 
profile) mit geringer Schubspannung herrschen z.B. an Verzweigungen arterieller Gefäße. 
Um diese Situation in vitro nachzustellen wurden Flusskammern der Firma ibidi verwendet 
– ibidi µ-slides. Diese bieten den Vorteil, dass die Zellen darin sowohl kultiviert, als auch 
stimuliert, gefärbt und optisch hochaufgelöst mikroskopiert werden konnten. Der ibidi µ-
slide VI0.4 besitzt darüber hinaus 6 Kanäle mit je zwei Medium-Reservoirs, so dass gleich-
zeitig sechs verschiedene Stimulationen unter äquivalenten Bedingungen durchgeführt 
werden konnten (Abb. 4). Die Kanäle haben eine Wachstumsfläche von 0,6 cm² und ein 
Volumen von 30 µl. Die Reservoirs fassen zusätzlich etwa je 50-60 µl. Die Unterseite des 
Objektträgers besteht aus einem Deckglas der Stärke 1,5 und kann direkt mikroskopiert 
werden. 
Die Kultivierung der Zellen wurde unter Flussbedingungen durchgeführt, weil die HUVEC 
unter statischen Bedingungen aufgrund von Nährstoffmangel abstarben. Für die Erzeugung 
der Flussbedingungen wurde ein eigener Kipptisch entwickelt, weil sich die kommerziell 
erhältlichen Pumpen und Geräte als unbrauchbar erwiesen. Die ibidi-Pumpe war zwar für 
den Aufenthalt im Inkubator geeignet, allerdings konnte nur ein µ-Kanal pro fluidic unit 
und vier dieser Einheiten mit einer Pumpe versorgt werden. Spritzen- und Peristaltikpum-
pen sind 220 V-Geräte und sind nicht für die Benutzung im Inkubator geeignet, genau wie 
kommerziell erhältliche Kipptische. 
Aufgrund dessen habe ich in Zusammenarbeit mit Rainer Förderer aus der Feinmechanik-
Werkstatt des Instituts für Physiologie und Pathophysiologie einen Kipptisch entwickelt, 
auf dem die Objektträger in einer festen Position auf einem Tisch aufliegen, der parallel 




Gleichstrommotor (12 V) wurde dabei über ein Gleichstromgerät bedient und je nach 
Stromstärke änderte sich die Geschwindigkeit der Kippbewegung. Für die Kultivierung 
wurde eine Kippzeit von etwa 8-10 Sekunden pro Kippbewegung angewendet. Bei einem 
beweglichen Volumen von etwa 100 µl in den Reservoirs entsprach die Kippbewegung 
damit einer oszillierneden Schubspannung von etwa 0,3-0,5 dyn/cm². 
 
  Ibidi µ-slide (links) und Kippapparatur (rechts) zur Kultivierung von Endothelzellen Abb. 4: 
unter oszillatorischen Flussbedingungen 
Zur Kultivierung von Endothelzellen unter Fluss werden Ibidi µ-slides VI 0.4 (links) verwendet. A 
zeigt die sechs parallelen Kanäle mit ihren jeweiligen Reservoirs. Zur Verdeutlichung der verschie-
denen Anwendungen sind hier exemplarisch die vier wichtigsten Füllmengen gezeigt: (von links 
nach rechts) ungeprimt (trocken), geprimt (der Kanal ist mit Flüssigkeit gefüllt; 30 µl), 100 µl Medi-
um (bei einer oszillatorischen Kippbewegung von 30° bewegt sich das Medium von einem Reser-
voir ins andere) und 150 µl (vollständig gefüllt). B Die oszillatorische Kippbewegung wird durch 
eine Kippapparatur (institutsinterne Entwicklung) erzeugt. Der Tisch wird von einem 12 V-
Gleichstrom-Motor angetrieben und kippt bis zu einem Neigungswinkel von 30°. Die µ- slides ste-
hen rutschfest in passgenauen Vertiefungen mit Lüftungsschlitzen für einen optimalen Gasaus-
tausch. 
Für die Zellkulturversuche unter Flussbedingungen wurden die HUVEC in der ersten Pas-
sage in ibidi µ-slides VI0.4 ausgesät. Dazu wurden vorerst die Kanäle des µ-slides für 
30 min mit Gelatine beschichtet und anschließend zwei bis dreimal mit Waschmedium 
gespült und alle Luftblasen durch leichtes Klopfen entfernt. Wie schon bei der statischen 
Zellkultur ausgeführt, wurden die HUVEC mit Trypsin/EDTA in Suspension gebracht und 
anschließend mit Trypanblau ausgezählt. Die sedimentierten Zellen wurden für eine Zell-
zahl von 2,2 x 106 Zellen pro Milliliter resuspendiert und 120.000 Zellen in 60 µl pro Ka-
nal ausgesät. Dazu wurde das überschüssige Waschmedium aus den Reservoirs, nicht aber 
aus den Kanälen entfernt (sog. Priming). Nach etwa einer Stunde wurde vorsichtig Supp-
lementmedium in die Reservoirs gefüllt (am besten je 50 µl von beiden Seiten gleichzeitig) 
und die Zellen über Nacht statisch kultiviert. Nach etwa 10-12 Stunden wurde das Medium 
aus den Reservoirs entfernt und gegen 100 µl neues Supplementmedium ersetzt. Der Ob-
jektträger wurde nun auf dem Kipptisch im Inkubator platziert und mit etwa einer Kippbe-
wegung pro 8-10 Sekunden wurde das Medium in den Kanälen oszillatorisch bewegt. Um 
Kapillarkräfte zu vermeiden wurde auf dem Kipptisch ein großer separater Deckel anstatt 
des kleinen mitgelieferten Deckels verwendet. Weiterhin musste etwa alle 12 Stunden das 




ausreichte, um die Zellen länger zu versorgen und zusätzlich durch die Bewegung eine 
erhöhte Verdunstungsrate die Zusammensetzung des Mediums verfälschte. Ein Volumen 
größer als 100 µl verhinderte das Hin- und Herfließen des Mediums und damit die Erzeu-
gung der eigentlichen Flussbewegung. Die Zellen sollten nach 2-3 Tagen 100% Konfluenz 
erreichen. 
4.1.7 Herstellung von Ko-Kultur-Sphäroiden 
Die Herstellung von Ko-Kultur-Sphäroiden erfolgte nach dem Protokoll von Thomas Korff 
(Korff and Augustin, 1998). Die Endothelzellen und glatten Muskelzellen wurden mit 
Trypsin/EDTA in Suspension gebracht, ausgezählt und in Medium mit 20% Methocel-
Anteil resuspeniert (in insgesamt 40 ml Methocel-Medium jeweils 150.000 Zellen jeder 
Sorte). Die Zellsuspension wurde mit einer Mehrkanalpipette mit je 100 µl pro Vertiefung 
in eine 96-Lochplatte mit U-Form gegeben und für 24 Stunden im Inkubator inkubiert. 
Anschließend konnten die Sphäroide geerntet werden (3 min, 500 rpm, RT). 
4.1.8  Zellkultur von Myeloma-Zellen 
Die Suspensionszelllinie P3XTB.A7 ist eine Maus-Myelomzelllinie, die stabil mit huma-
nem CD154 transfiziert ist. Diese Zellen tragen den CD40-Liganden auf ihrer Oberfläche 
und dienten dazu, Endothelzellen mit einem membranständigen CD40-Liganden zu stimu-
lieren (Graf et al., 1992). Als Kontrolle diente eine nicht transfizierte Maus-
Myelomzelllinie (P3X63Ag8.653). 
Die Kultivierung der Suspensionszelllinien erfolgte in RPMI-Medium in T25-
Suspensionskulturflaschen. Etwa 500.000 Zellen wurden in 6-8 ml Medium aufgenommen 
und für 7 Tage im Inkubator bis zu einer Dichte von etwa 2*106 Zellen pro Flasche kulti-
viert. Nach 3-4 Tagen erfolgte ein teilweiser Medienwechsel und nach 7 Tagen wurden die 
Zellen 1:3 bis 1:4 in neue Suspensionszellkulturflaschen gesplittet. 
4.2  Stimulation 
In vivo stellen T-Zellen und Thrombozyten die größte Quelle für CD154 dar. Nach Akti-
vierung präsentieren sie den Liganden als Trimer auf ihrer Oberfläche und dieser wird an-
schließend als löslicher, aktiver Trimer abgestoßen. Thrombozyten sezernieren bei ihrer 
Aktivierung allerdings noch viele Cytokine aus ihren Granula und können auch nur frisch 
isoliert verwendet werden. Daher wurden in dieser Arbeit die HUVEC zur CD40-
Stimulation mit den CD154-positiven Myelomzellen oder einem rekombinanten trimeren 
CD154-Protein ko-kultiviert. Der lösliche Ligand wurde mit 1000 ng pro ml in Medium 
eingesetzt. Die Myelomzellen wurden ausgezählt, die benötigte Menge an Zellen wurde für 
5 min bei 1000 rpm sedimentiert und in einer entsprechenden Menge Medium resuspen-




eine Stimulation nur mit Medium oder den CD154-negativen Kontroll-Myelomzellen 
durchgeführt. Als Positiv-Kontrolle wurde Histamin in einer Konzentration von 1 µM oder 
Forskolin mit 10 µM eingesetzt. Für vWF-Freisetzungsexperimente wurden die Zellen eine 
Stunde lang mit CD154 stimuliert bzw. 15 min mit Histamin. Für Expressionsanalysen 
wurden die HUVEC für 8 Stunden mit CD154 stimuliert. Für den Nachweis der Phos-
pholipase C (PLC) Phosphorylierung wurden die HUVEC für 2-5 min mit CD154 stimu-
liert. 
4.3  Inhibitoren 
Für die Analyse der Signaltransduktion wurden verschiedene pharmakologische Inhibito-
ren verwendet. Die Inhibitoren wurden als Standard-Lösungen angesetzt und nach folgen-
den Angaben vor der eigentlichen Stimulation vorinkubiert. 
Inhibitor Abkürzung Endkonzentration Inkubationszeit 
BAPTA-AM BAPTA 10-20 µM 20 min 
Thapsigargin Thaps 50 µM 20 min 
Cyclopiazonsäure CPA 20 µM 20 min 
2-APB 50 µM 30-40 min 
Xestospongin C XeC 3 µM 30-60 min 
Bafilomycin A1 Baf 100 nM 20 min 
U73122 5 µM 10-20 min 
U73343 5 µM 10-20 min 
HerbimycinA HerbA 1 µM 30 min 
PP2 10 µM 20 min 
Gadolinium Gd3+ 50 µM 10 min 
Flufenaminsäure FFA 100 µM 20 min 
SKF-96365 SKF 30 µM 20 min 
H89 10 µM 45 min 
GF 109203X 1 µM 45 min 
 
4.4  Molekularbiologische Methoden 
4.4.1  Genexpressionsanalyse 
Mit Hilfe der Genexpressionsanalyse wird die Umsetzung der genetischen Information in 
der Zelle untersucht. Damit kann analysiert werden, ob bestimmte Gene bei einer Stimula-
tion aktiviert oder reprimiert werden. Dazu wird die mRNA aus den Zellen isoliert und in 
einer reversen Transkription in cDNA umgeschrieben. Mit einer quantitativen Polymerase-
kettenreaktion (qPCR) wird die relative Expression bestimmt und diese wird zwischen 






Für die Isolation von Gesamt-mRNA aus Zellen wurde das RNeasy Total RNA Isolations-
Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben verwendet. Nach der Stimulation der Zellen wurden 
diese einmal mit kaltem HBSS-/- gewaschen, anschließend in 1 ml RLT-Puffer mit 0,1% 
β-Mercaptoethanol lysiert und das Lysat 1:1 mit 70%igem Ethanol versetzt. Die Proben 
wurden in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt, gut resuspendiert und anschließend auf die 
Silika-Gel-Säulen aufgetragen (Tischzentrifuge, 10.000 rpm, 2 min, 4°C). Die mRNA soll-
te nun an die Säulen-Matrix gebunden haben und wurde einmal mit 700 µl RW1- und 
zweimal mit 500 µl RPE-Puffer gewaschen (Tischzentrifuge, 10.000 rpm, 2 min, 4°C), um 
Zellbestandteile und Salze zu entfernen. Nachdem die Säulen trocken zentrifugiert worden 
waren (Tischzentrifuge, 13.000 rpm, 2 min, 4°C), wurde die RNA in 30 µl RNAse-freiem 
Wasser eluiert (Tischzentrifuge, 10.000 rpm, 2 min, 4°C). 
Die Konzentration der RNA wurde photometrisch mit dem NanoDrop ND-1000 ermittelt. 
Mit der UV-Absorption bei 260 und 280 nm wurde die Reinheit der RNA (A260/A280 = 
2,1) bestimmt und die Konzentration über das Beer-Lambert Gesetz (A260 von 1,0 ent-
spricht etwa 40 µg/ml RNA) berechnet. 
 
Reverse Transkription 
Die cDNA-Synthese erfolgte bei Mengen über 50 ng mittels reverser Transkription mit 
dem Omniscript Reverse Transcriptase Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben. Die Gesamt-
mRNA wurde in Ansätzen von 1000 ng in einer Stunde bei 37°C umgeschrieben. Dazu 
wurden die Proben mit folgendem Pipettierschema auf Eis angesetzt. 
Substanz Eingesetzte Menge Endkonzentration 
10x RT Puffer 2 µl 1x 
dNTP Mix (je 5 mM pro dNTP)  2 µl 0,5 mM pro dNTP 
Oligo-dT Primer 2 µl  5 ng/µl 
RNAse Inhibitor (10 U/µl) 1 µl 0,1 U/µl 
Reverse Transkriptase (4 U/µl) 1 µl 0,2 U/µl 
H2O ad 20 µl 
 
 
Quantitative PCR (qPCR oder LightCycler-PCR) 
Die quantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR) ist eine Variation der eigentlichen Po-
lymerasekettenreaktion (PCR). 
Generell beruht das Prinzip jeder PCR auf drei Reaktionsschritten:  
1) Denaturierung: Die cDNA wird durch Hinzufügen von Hitze in ihre Einzelstränge auf-
geschmolzen.  
2) Annealing: Bei einer für die Primer spezifischen Temperatur lagern sich die für eine 





3) Elongation: Bei 72°C bildet sich mit Hilfe der DNA-Polymerase Taq durch Rekrutie-
rung von Nukleotiden (dNTPs) wieder ein komplementärer Doppelstrang. 
Hierdurch vervielfältigte sich die gewünschte DNA-Sequenz im optimalen Fall genau in 
einer Verdoppelung. Bei der quantitativen PCR kam hinzu, dass ein in DNA-
Doppelstränge interkalierendes, fluoreszentes Agens (Cybr-Green) im Reaktionsgemisch 
vorhanden war und nach jeder Elongationsphase die Fluoreszenzintensität gemessen wur-
de. Diese war proportional zur amplifizierten DNA. Mit diesem Verfahren erfolgte die 
Bestimmung der ursprünglichen Menge relativ zu der zu amplifizierenden Sequenz. Be-
stimmt wurde die nötige Anzahl der Reaktionszyklen bis die Fluoreszenzstärke der Proben 
aus der Hintergrundfluoreszenz hervortrat. Dieser Schwellenwert wird als Crossing Point 
(CP) bezeichnet. Je mehr von der cDNA im Ausgangs-Reaktionsgemisch vorhanden war, 
desto schneller wurde es vervielfältigt, desto eher stieg die Fluoreszenzstärke und desto 
kleiner war der CP-Wert. Zur Normierung der eingesetzten cDNA wurde zusätzlich ein 
nicht reguliertes Gen amplifiziert, ein sogenanntes house-keeping Gen – in diesem Fall 
RPL-32. Die relative cDNA-Menge wurde dann über die ∆CP-Methode berechnet, wobei 
jede Probe (gen of interest, GOI) ins Verhältnis zur basalen Probe sowie zum house-


















Für die Berechnung wurde eine optimale Verdopplung der DNA angenommen und damit 
eine Effizienz von 2 (E). 
Für die qPCR-Reaktionen wurden die cDNA-Proben 10x verdünnt eingesetzt. Die Ansätze 
wurden nach Herstellerangaben nach folgendem Pipettierschema angefertigt: 
Substanz Eingesetzte Menge 
CYBR Green 10µl 




Zusätzlich wurde eine weitere Probe statt mit cDNA mit sterilem Wasser als Negativkon-
trolle angesetzt. Die Proben wurden 15 s bei 1000 rpm zentrifugiert und im Light Cycler 
im jeweiligen Programm (siehe Tabelle) amplifiziert. Als Beispiel für ein komplettes Pro-
gramm ist unten der Ablauf einer Amplifizierung von RPL32 angegeben. Für die anderen 





Tabelle: Light Cycler Programm für humanes RPL-32 
Gliederung Temp. Zeit Heizleistung Aquisition 
Denaturierung 95°C 15 min 20°C/s 
 Quantifizierung 95°C 15 s 20°C/s 
 35 Zyklen 60°C 25 s 20°C/s 
 
 
72°C 15 s 20°C/s einfach 
Schmelzkurve 95°C 0 20°C/s 
 
 
65°C 10 s 1°C/s 
 
 
95°C 0 0,2°C/s kontinuierlich  
Abkühlen 40°C 10 s 20°C/s 
  
Tabelle: Primer-spezifische Einstellungen für die Light Cycler PCR 
Primer Annealing-Temperatur Zyklenzahl 
RPL32 60°C 35 
E-Selektin 56°C 40 
vWF 55°C 45 
ADAMTS13 55°C 45 
PLCγ1 55°C 45 
PLCγ2 55°C 45 
 
Zur Kontrolle des Amplikons der durchgeführten qPCR nahm das Programm eine 
Schmelzkurve auf. Dabei wurde die Temperatur schrittweise erhöht und kontinuierlich die 
Fluoreszenz gemessen. Aufgrund der Sequenz trennen sich gleiche DNA-Doppelstränge 
bei der gleichen Temperatur auf und konnten so unterschieden werden. 
Als weitere Kontrolle wurde das PCR-Produkt in einem 2%igen Agarosegel (2% Agarose 
in TBE-Puffer mit 1 µg/ml Ethidiumbromid) analysiert. Zur Größenbestimmung wurde 
zudem ein Größenstandard mit aufgetragen. Die Banden wurden mittels UV-Licht darge-
stellt und anhand der Bandenanzahl und –größe qualitativ beurteilt. 
4.4.2  Proteinanalyse 
Die Genexpression besteht nicht nur aus der Transkription von Genen und der daraus re-
sultierenden Synthese von mRNA. Die mRNA wird in Proteine translatiert und diese sind 
weiterhin posttranslationalen Modifikationen unterworfen, die die Aktivität, die Lokalisa-
tion und die Funktion der Proteine und damit die Funktion der Zelle beeinflussen. Um die 
Menge an exprimierten Proteinen oder deren Modifikationen zu bestimmen, können die 
Proteine zunächst aus den Zellen isoliert und vor dem Abbau durch zelleigene Proteasen 
geschützt werden. Die so hergestellten Proteinlysate sind Gemische einer Vielzahl von 
Proteinen, deren Menge oder Modifikationen standardmäßig über einen Western Blot mit 







Proteinlysate können als Gesamtzelllysate aus kultivierten Zellen durch Lyse mit Deter-
genz hergestellt werden. TritonX 100 ist ein nichtionisches Detergenz, das die Zellmemb-
ran permeabilisiert, Membranproteine aus der Membran herauslöst, die Proteine aber nicht 
denaturiert. Um den Abbau der einzelnen Proteine durch Proteasen zu verhindern, wurde 
dem Proteinlysepuffer ein Gemisch von Proteaseinhibitoren zugesetzt. Um bestimmte Pro-
teinmodifikation wie Phosphorylierungen zu erhalten, musste zusätzlich Orthovanadat als 
Phosphataseinhibitor zugesetzt werden. 
Proteinfraktionierung 
Vor der Herstellung von fraktionierten Proteinlysaten wurden die Zellen zweimal mit eis-
kaltem PBS gewaschen. Die Zellen wurden in homoosmotischem Puffer resuspendiert. 
Durch dreimaliges Einfrieren (N2 fl) und Auftauen (37°C) wurden die Zellen vollständig 
aufgebrochen. Nachdem das Lysat homogen resuspendiert wurde, wurde die Membran-
fraktion bei 13.000 rpm und 4°C in 30 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde als zyto-
solische Fraktion abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Das Membran-
pellet wurde einmal mit homoosmotischem Puffer gewaschen und anschließend in Lyse-
puffer resuspendiert. Nach einer 20minütigen Inkubation auf Eis, wurde das Lysat nochmal 
homogen resuspendiert und zentrifugiert (5 min, 4°C, 13.000 rpm). Die Fraktion der 
Membranproteine wurde als Überstand abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt. Die Proben wurden mit flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gela-
gert. 
Gesamtzelllysate 
Vor der Herstellung von Proteinlysaten wurden die Zellen nach der Stimulation zweimal 
mit eiskaltem HBSS-/- gewaschen. Die Zellen wurden mit Lysepuffer überschichtet und 
10 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit einem Zellschaber vollstän-
dig abgelöst, in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und gut resuspendiert. Nach einer wei-
teren Inkubation von 10 min auf Eis wurden die Proteinlysate durch Zentrifugation (5 min, 
4°C, 14.000 rpm) von den restlichen Membranbestandteilen getrennt. Der Überstand wur-
de aliquotiert und mit flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Proben wurden bei -80°C 
gelagert. 
Proteinbestimmung 
Die Proteinmenge wurde photometrisch mit Hilfe von Bradford-Reagenz nach Hersteller-
angaben durchgeführt. Dabei reagiert der Farbstoff Coomassie-Blau mit basischen Amino-
säuren, wodurch sich das Absorptionsmaximum zu 595 nm verschiebt (Blaufärbung). Die 
optische Dichte (OD) bei 595 nm ist proportional zum vorhandenen Protein. Als Standard 
wurde eine Verdünnungsreihe einer BSA-Lösung mit Konzentrationen von 60, 40, 20, 10 
und 5 µg/ml verwendet. Die Proben wurden 50-100fach vorverdünnt.  
Je 80 µl der vorverdünnten Proben wurden mit 200 µl 1x Bradford-Reagenz in einer 96-
Lochplatte gemischt und für 10 min bei RT inkubiert. Die optische Dichte wurde mit Hilfe 





Der Western Blot ist eine Standardmethode der Proteinanalytik. Dabei wird ein komplexes 
Proteingemisch, z.B. Gesamtzelllysate, über eine SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese 
(SDS-PAGE) im elektrischen Feld in Anwesenheit von SDS in Abhängigkeit ihrer Größe 
und Struktur aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-
Membran können einzelne Proteine mit spezifischen Antikörpern nachgewiesen werden. 
Damit kann die Expression oder Modifikationen bestimmter Proteine nachgewiesen und 
unter verschiedenen Bedingungen verglichen werden. 
Für den Western Blot wurden je 10 µg Protein der Proben eingesetzt. Die Proben wurden 
mit Wasser auf ein Volumen von 15 µl verdünnt und mit 5 µl 4x Probenpuffer versetzt. 
Dem Probenpuffer musste vorher frisch 40 mM DTT zugesetzt werden, weil DTT instabil 
ist und nur so sichergestellt werden konnte, dass alle Disulfidbrücken reduziert werden. 
Bei Verwendung von Orthovanadat ging schon ein Teil des DTT verloren, weil das Or-
thovanadat auch reduziert wird. Es war wichtig, die Proben im Anschluss schnell für 
10 min bei 70°C zu denaturieren, um die Aktivität der Phosphatasen durch das Denaturie-
ren auszuschalten.  
Die Proben wurden auf einem SDS-Polyacrylamidgel bei 80-120 V aufgetrennt (vgl. Tab: 
Western Blot Spezifitäten) und anschließend auf eine aktivierte PVDF-Membran (15 min 
Aktivieren mit Methanol, 2x 10 min Waschen mit Wasser, Äquilibrieren mit Transferpuf-
fer) im TANK-Blot-Verfahren bei 350 mA transferiert. 
Tabelle: Western Blot Spezifitäten 
Proteingröße PAA Transferzeit PVDF-Membran 
> 100 kDa 12% 80 min 0,45 µm 
<   60 kDa 8% 35 min 0,2 µm 
 
Die unspezifischen Bindungsstellen wurden durch Inkubation in 5% Magermilchpulver in 
TBST für eine Stunde blockiert. Bei dem Nachweis von Phospho-Gruppen wurde stattdes-
sen in 4%iger BSA Lösung (in TBST) blockiert, weil das Casein in der Milch selbst ein 
Phosphoprotein ist und dadurch einen starken Hintergrund erzeugte. 
Der Nachweis einzelner Proteine erfolgte über spezifische Antikörperbindung. Dafür wur-
den die jeweiligen Primär-Antikörper je nach Herstellerangaben in der jeweiligen Blo-
ckierlösung verdünnt und die Membranen über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dem Wa-
schen der Membran (2x 5 min TBST und 1x 5 min TBS) wurde die Membran für 1 h bei 
RT mit dem jeweils passenden HRP-gekoppelten Sekundär-Antikörper inkubiert (Verdün-
nung 1:5000 in der jeweiligen Blockierlösung). Die Membran wurde wiederum gewaschen 
(s.o.) und für 5 min bei RT mit Entwicklerlösung (Substrat und Wasserstoffperoxid) inku-
biert. Die Chemilumineszenz wurde durch Auflegen eines lichtempfindlichen Films und 
dessen manueller Entwicklung bestimmt. Nach dem Einscannen der Filme wurden die 
Bandenintensitäten mit Hilfe des Gelanalyse-Tools von ImageJ ermittelt. 
Durch die achtminütige Behandlung mit NaOH-Lösung wurden die Antikörperkomplexe 




und mit Antikörpern inkubiert werden. Der Nachweis von Phosphogruppen war nach der 
NaOH-Behandlung meist nicht mehr möglich. 
4.5  Immunchemische Methoden 
Die Immunfluoreszenzfärbung von Zellen und auch der ELISA (Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assay) sind auf Antikörper-basierende Methoden zum Nachweis von Proteinen. 
Proteine können damit sowohl dargestellt, als auch lokalisiert und quantifiziert werden. 
Die sogenannten Primär-Antikörper besitzen eine hohe Bindungsspezifität für ein be-
stimmtes Protein oder allgemein Antigen. Sekundär-Antikörper erkennen Spezies-
spezifisch die Fc-Teile der Primärantikörper. Sie sind meist Enzym- oder Fluoreszenz-
gekoppelt und können somit über eine enzymatische Farbreaktion oder mit Hilfe von Fluo-
reszenzmikroskopie detektiert werden. 
4.5.1  Immunfluoreszenz 
Die Immunfluoreszenz dient der Darstellung von Proteinen in Zellen und Geweben mit 
Hilfe von Antikörper-Fluoreszenzlabel-Komplexen. Dafür wurden die Zellen zunächst 
fixiert und die unspezifischen Bindungen mit BSA- und Casein-haltiger Blockierlösung 
abgesättigt. Anschließend wurden nacheinander Primär- und fluoreszenzgekoppelte Se-
kundärantikörper verwendet. Bei der Verwendung mehrerer Primärantikörper konnten Se-
kundärantikörper mit unterschiedlichen Fluoreszenzlabeln verwendet werden, die im Fluo-
reszenzmikroskop in unterschiedlichen Farbkanälen detektiert werden können. Als struk-
turgebendes Protein bei Endothelzellen wurde hierbei CD31 gefärbt, das einerseits ein En-
dothelzellmarker ist und andererseits in der Membran lokalisiert ist. Zusätzlich wurde eine 
Kernfärbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI durchgeführt, der in Nukleinsäuren in-
terkaliert. 
Die HUVECs wurden nach der Stimulation kurz mit HBSS+/+ gewaschen und über Nacht 
bei 4°C mit Zinkfix fixiert. Nachdem die Zellen zwei- bis dreimal mit PBS gewaschen 
wurden, blockierte BSA- und Casein-haltige Blockierlösung unspezifische Bindungsstellen 
innerhalb von einer Stunde bei RT. Die Zellen wurden 1 h bei RT mit den Primärantikör-
pern für vWF (1:500) und CD31 (1:25) in Blockierlösung inkubiert. Ungebundene Anti-
körper wurden entfernt (dreimal für 5 min mit TBST bei RT waschen) und dann wurde 1 h 
bei RT mit den Sekundärantikörpern (α-rabbit-Cy3 1:600 für vWF und α-mouse-Alexa488 
1:50 für CD31) unter Lichtausschluss inkubiert. Die Zellen wurden wiederum je dreimal 
5 min mit TBST und PBS bei RT gewaschen. Anschließend wurde noch eine Kernfärbung 
mit DAPI (1:5.000 in PBS, 10 min, RT) unter Lichtausschluss durchgeführt und über-
schüssiger Farbstoff entfernt (dreimal PBS). Die Zellen wurden in Mowiol/DABCO mit 
einem Deckgläschen der Stärke 1,5 eingedeckt und bei 4°C und unter Lichtausschluss ge-




4.5.2  In situ Fluoreszenzfärbung von Sphäroiden 
Die geernteten Sphäroide wurden in 1,5 ml PFA-Fixanz resuspendiert und in ein 2 ml Re-
aktionsgefäß überführt. Nach einer 20minütigen Fixierung wurden die Sphäroide mit Hilfe 
der Schwerkraft sedimentiert und 2mal für je 3 min mit 1 ml HBSS+/+ gewaschen. Die 
Sphäriode wurden für 5 min mit 50 mM NH4Cl inkubiert und nocheinmal mit HBSS+/+ 
gewaschen. Nach einer 40minütigen Blockierung (Blockierlösung) folgte die einstündige 
Inkubation mit dem Primärantikörper (CD31, 1:50 in Blockierlösung). Die Sphäroide wur-
den zweimal mit TBST gewaschen und für 1 Stunde mit dem Sekundärantikörper inkubiert 
(anti-mouse-Cy2, 1:100 in Blockierlösung). Zum Schluss wurden die Sphäroide mit TBST 
und PBS gewaschen, in eine Glasbodenschale überführt und direkt konfokal mikroskopiert. 
Z-Stapel Aufnahmen wurden als maximale Intensitätsprojektion dargestellt. 
4.5.3  vWF-ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 
Zur photometrisch-quantitativen Bestimmung des freigesetzten vWF-Gehalts wurde ein 
spezifischer ELISA mit konditioniertem Medium und mit fixierten Zelloberflächen durch-
geführt. Die Methode wurde weiterentwickelt ausgehend von einem Protokoll von Stefan 
W. Schneider und Huang et al. (Huang et al., 2010). Für die Überstände wurde ein konven-
tioneller Sandwich-ELISA Ansatz verwendet. Dafür wurde ein spezifischer Antikörper in 
einer 96-Lochplatte immobilisiert und die unspezifischen Bindungsstellen mit BSA gesät-
tigt. Bei der Inkubation mit dem Überstand hatte nun das zu detektierende Protein quantita-
tiv an den ersten Antikörper gebunden. Weiterhin wurde nun mit einem zweiten Protein-
spezifischen Antikörper inkubiert, der mit einer Peroxidase gekoppelt war (HRP, horse-
radish peroxidase). Die Peroxidase setzte enzymatisch ein Substrat (ABTS, 
(+)-Weinsäure) zu einem Produkt um, das geänderte optische Eigenschaften besitzt, so 
dass ein Farbumschlag stattfand. Damit konnte über die Änderung der optischen Dichte 
proportional die Menge des gebundenen Proteins ermittelt werden. 
Für die Bestimmung des auf der Zelloberfläche-gebundenen Proteingehalts wurden die 
Zellen nach der Stimulation isotonisch und nicht permeabilisierend fixiert. Durch die Fi-
xierung waren die Zellen nicht länger stimulierbar. Die Fixierlösung war isotonisch, 
wodurch sich die Zellen bei der Fixierung nicht verformten bzw. zusammenzogen. Für die 
Fixierung wurde weiterhin eine Kombination von Paraformaldehyd (PFA), Glutaraldehyd 
und Cacodylat verwendet, die die Zellen nur minimal permeabilisierte. Diese Fixierung 
ermöglichte den Nachweis von Proteinen auf der Zelloberfläche wie vWF mit möglichst 
geringem Falsch-Positiven-Anteil, denn die Zellen enthalten sowohl intrazellulär in den 
Weibel-Palade Körperchen als auch subendothelial weiteren vWF, der die Messung des 
freigesetzten, luminalen vWF verfälschen würde. 
Für die Überstände wurde das konditionierte Medium direkt nach der Stimulation der 
HUVEC abgenommen, mit 20%igem BSA versetzt (final 0,4% BSA), direkt in flüssigem 




dem Abnehmen des Überstandes mit Isofix-Lösung bedeckt und für eine Stunde bei 4°C 
fixiert. Anschließend wurde die PFA-haltige Lösung entsorgt und die Zellen einmal mit 
PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit PBS bedeckt und bei 4°C über Nacht gelagert. 
Für die Durchführung des ELISA wurde eine 96-Lochplatte bei 4°C über Nacht mit α-
Human vWF-Antikörper (1:500 in Puffer A, je 100 µl pro Vertiefung) beschichtet. Die 
Platte wurde viermal mit 250 µl Puffer B gewaschen und anschließend für eine Stunde bei 
RT mit 150 µl pro Vertiefung mit BSA-Blockierlösung abgesättigt. Die Platte wurde wie-
derum viermal mit 250 µl Puffer B gewaschen und anschließend wurden je 100 µl Probe 
aufgetragen. Als Standard wurde eine Verdünnungsreihe von Standard humanem Plasma 
von 4-0,0625% in Puffer B angesetzt. 100% Standard humanes Plasma entspricht ungefähr 
10 mg/l vWF. Damit lag der Standard im Bereich von 400-6,25 ng/ml. Als Leerwert wurde 
Puffer B eingesetzt, alle Proben wurden in Doppelbestimmungen eingesetzt und 1-2 Stun-
den bei RT inkubiert. Die Platte wurde wiederum viermal mit 250 µl Puffer B gewaschen 
und daraufhin mit dem α-Human-vWF–HRP-Antikörper (1:2000 in Puffer B, je 100 µl pro 
Vertiefung) für eine Stunde bei RT inkubiert. Die Platte wurde wiederum viermal mit 
250 µl Puffer B gewaschen. Für die Darstellung wurde die Platte mit 100 µl ABTS (50 ml 
1x ABTS Puffer mit einer ABTS-Tablette) befüllt. Die Entwicklung erfolgte unter Licht-
ausschluss für etwa eine Stunde. Während dieser Zeit wurde alle 15-20 min die optische 
Dichte bei 405 nm bestimmt. 
Für die Bestimmung des Oberflächen-vWF wurden die fixierten Zellen zweimal mit 2 ml 
PBS gewaschen und anschließend für eine Stunde mit 1,25 ml PBS mit 0,4% BSA pro 
Vertiefung blockiert. Auf die Verwendung des Triton-haltigen Puffers B oder Wasser wird 
hier verzichtet, um die Permeabilisierung der Zellen und starke osmotische Änderungen zu 
vermeiden. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde direkt mit dem α-Human-vWF–
HRP-Antikörper (1:2000 in PBS, je 1 ml pro Vertiefung) für eine Stunde bei RT inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen zweimal mit 2 ml PBS gewaschen. Für die Darstellung 
wurden die Zellen zeitgleich mit den Überständen mit 700 µl pro Vertiefung ABTS befüllt. 
Die Entwicklung erfolgte genau wie bei den Überständen für eine Stunde. Während dieser 
Zeit wurde den einzelnen Vertiefungen alle 15-20 min 100 µl der ABTS Lösung entnom-
men und in eine unbeschichtete 96-Lochplatte gegeben. Direkt im Anschluss an die Mes-
sung der Überstände wurde die OD der Proben von der Zelloberfläche gemessen. 
Die Auswertung erfolgte mit Hilfe einer Ausgleichsgeraden durch die Mittelwerte der 
Standard OD-Werte. Die Proben wurden im Verhältnis zur unstimulierten Probe betrachtet. 
4.6  Calcium Imaging 
Calcium Imaging ist eine bildgebende Methode zur semiquantitativen Messung von Calci-
umkonzentrationen in lebenden Zellen. Calcium ist ein wichtiger Botenstoff (second mess-




Funktionen spielt, wie zum Beispiel bei Migration, Proliferation, Muskelkontraktion, neu-
ronaler Transmission usw. Die Quantifizierung des intrazellulären Calciums beruht auf der 
Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen, die in Abhängigkeit von Calcium ihre Fluores-
zenzeigenschaften ändern. Die Änderungen der Fluoreszenzintensität können bei der Mes-
sung über einen Photomultiplier detektiert werden (Calcium-Messung) oder beim Imaging 
mikroskopisch abgebildet und anschließend zellspezifisch analysiert werden. Die bildge-
bende Variante des Imagings bietet den Vorteil, viele Zellen gleichzeitig aufzunehmen und 
unabhängig voneinander zu analysieren. Zusätzlich können Fluoreszenzartefakte oder auch 
Zell-Zell-Interaktionen bei der Auswertung berücksichtig werden. Bei beiden Varianten 
erhöht sich die Fluoreszenzintensität mit steigender Calciumkonzentration, so dass aus der 
Änderung der Fluoreszenzintensität unproportional auf die Veränderung der Calciumkon-
zentration geschlossen werden kann. Um die Änderungen der Calciumkonzentration nach-
zuverfolgen, können verschiedene Calcium-sensitive Fluoreszenzfarbstoffe verwendet 
werden, die in zwei Hauptgruppen unterschieden werden: ratiometrische und nicht-
ratiometrische. 
Fura-2 gehört zu der Gruppe der ratiometrischen Farbstoffe (Grynkiewicz et al., 1985). Die 
reversible Bindung von Calcium führt zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums 
von 360 nm zu 340 nm und dadurch zu einer Zunahme der Fluoreszenzemmision bei 
340 nm (Abb. 5). Die Bindung von Calcium ändert allerdings die Fluoreszenzeigenschaf-
ten des Fluorophors bei 360 nm nicht (isosbestischer Punkt). Die alternierende Anregung 
von Fura-2 mit 340 und 360 nm liefert damit zwei Fluoreszenzsignale: Das 340 nm Signal 
ist abhängig von Calcium und von äußeren Faktoren, wie mechanische apparaturbedingte 
Artefakte, z.B. Beleuchtungsschwankungen, Perfusionsartefakte oder zellbedingte Artefak-
te, z.B. Zelldeformation oder die Fura-Beladung. Das Signal bei 360 nm ist nur abhängig 
von diesen äußeren Faktoren. Das Verhältnis der Emissionen, die von 340 und 360 nm 
angeregt werden, wird als Ratio bezeichnet und beschreibt die Calciumkonzentration un-
abhängig von den eben genannten äußeren Faktoren. Mit Hilfe einer Serie solcher Bildpaa-
re können Calciumkonzentrationsänderungen über die Zeit erfasst werden.  
Das Ratio Imaging verhindert allerdings gleichzeitig eine hohe Zeitauflösung. Die Auf-
nahme von zwei Bildern pro Messpunkt und die benötigte Zeit für das Wechseln der Wel-






  Fluoreszenzemissionsspektrum von Abb. 5: 
Fura-2 in Anwesenheit unterschiedlicher 
Konzentrationen von freiem Calcium  
Fura-2 ist ein fluoreszenter Calcium-Indikator, 
dessen Fluoreszenzemission bei 340 nm bei 
steigender Calciumkonzentration zunimmt. Die 
Fluoreszenzemission bei 360 nm ist unabhängig 
von der Calciumkonzentration (isosbetischer 
Punkt). Die Emission bei beiden Wellenlängen ist 
abhängig von äußeren Faktoren (apparaturbe-
dingte Mechanoartefakte und zellbedingte Arte-
fakte). Das Verhältnis der Emissionen von 340 
und 360 nm ermöglicht die Bestimmung der Cal-
ciumkonzentration unabhängig von diesen äuße-
ren Faktoren. 
Fluo-4 gehört zu der anderen Gruppe von Calcium-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen, den 
nicht-ratiometrischen Farbstoffen. Fluo-4 ist ein grün-fluoreszierender Calcium-Indikator 
(Excitationsmaximum 488 nm, Emissionsmaximum 520 nm), dessen Fluoreszenzemission 
durch die Bindung von Calcium in der Intensität stark zunimmt (Abb. 6). Die Calciumkon-
zentration wird nur relativ anhand der Emission, die durch eine Wellenlänge angeregt wird 
(Excitation 488 nm), ermittelt und ist nicht unabhängig von äußeren Faktoren wie bei der 
ratiometrischen Messung mit Fura-2. Allerdings besitzt Fluo-4 viele Vorteile gegenüber 
anderen Farbstoffen: Er wird von den Zellen besser und schneller aufgenommen, er hat nur 
eine sehr geringe Eigenfluoreszenz in Abwesenheit von Calcium, in Anwesenheit von Cal-
cium ist die Fluoreszenzemission stärker als bei anderen Indikatoren, er ermöglicht zeitlich 
besser aufgelöste Messungen (∆t < 100 ms) und die Anregung bei 488 nm ist nicht so pho-
totoxisch für die Zellen wie bei ultraviolettem Licht, wie z.B. bei Fura-2 (340-360 nm). 
Außerdem ähneln sich Fluo-4 und Fluorescein (FITC) sehr stark in ihren Fluoreszenzei-
genschaften, so dass die Fluo-4 Messung mit FITC-Filter-Kombinationen durchgeführt 
werden kann. 
Die verschiedenen Farbstoffe werden meist als nicht-fluoreszente Acetoxymethylester 
(AM) hergestellt. Diese werden in die Zellen transportiert und durch zelleigene Esterasen 
gespalten. Damit werden die Fluoreszenzfarbstoffe einerseits funktionell für die Komple-





  Fluoreszenzspektren von Fluorescein und Fluo-4 (links) und von Fluo-4 in Anwe-Abb. 6: 
senheit unterschiedlicher Calciumkonzentrationen (rechts) 
Die Fluoreszenzeigenschaften von Fluo-4 ähneln stark denen von Fluorescein (links: Exctinktions-
maximum 470-480 nm, Emissionsmaximum 520 nm). Die Intensität der Emission von Fluo-4 ist 
abhängig von der freien Calciumkonzentration. Je mehr Calcium gebunden ist, desto stärker ist die 
Emission. 
4.6.1  Ratiometrisches Calcium-Imaging mit Fura-2 unter Flussbedingungen 
Für die mikroskopischen Calcium-Messungen mit Fura-2 unter Flussbedingungen wurde 
institutsintern ein eigenes System erstellt. Der optische Teil ist in Abbildung 7 schematisch 
dargestellt. Er besteht aus folgenden Bestandteilen: Xenonlaser, Kondensor, 10x Objektiv, 
Filtersatz, CCD-Kamera, PC und elektrische Schaltung. Es entspricht damit einem verein-
fachten Fluoreszenzmikroskop. Über eine elektrische Schaltung wurden die Belichtungs-
zeiten für die verschiedenen Vertiefungenlängen vorgegeben. Abbildung 8 zeigt den 
Schaltplan für die Generierung der verschiedenen Vertiefungenlängen (institutsinterne 
Entwicklung), wobei jeder Wellenlänge eine eigene Belichtungszeit zugewiesen werden 
konnte. Zusätzlich konnten in der Kamera-Software verschiedene Parameter eingestellt 
werden: Binning, Verstärkung, Gamma, Bildrate etc. Die Bildrate und das Binning sind 
dabei Faktoren, die nach der Bildaufnahme nicht mehr geändert werden können. Die Bild-
rate bestimmt die zeitliche Auflösung und das Binning hat einen Einfluss auf die laterale 
Auflösung. Bei 1x1 Binning nutzt die Kamera jeden Bildpunkt des CCD-Chips als separa-
ten Bildpunkt. Bei Binning 2x2 oder 3x3 werden jeweils 2 bzw. 3 Pixel in x- und y-
Richtung als ein Bildpunkt zusammengelegt. Dadurch erhält das Bild mehr Empfindlich-





 Skizze des optischen Abb. 7: 
Mikroskopteils für das Ratio-
Calcium Imaging (institutsinterne 
Entwicklung) 
Das Fluoreszenzlicht einer Xenon-
lampe wird über einen Monochro-
mator in die einzelnen Vertie-
fungenlängenbereiche zerlegt und 
die gewünschte Wellenlänge wird in 
einen Lichtleiter fokussiert. Über 
einen Bandpassfilter werden uner-
wünschte Wellenlängen (v. a. höhe-
re Ordnungen von Beugung am 
Gittermonochromator) herausgefil-
tert und das restliche Licht über ein 
Zwei-Linsen-Kondensor in die 
Flusskammer gebündelt. Über ein 
10x Objektiv wird das Fluoreszenz-
licht für die CCD-Kamera fokussiert 
und über ein weiteres Bandpassfil-
ter wird das Anregungslicht her-
ausgefiltert. Die Bildaufnahme er-
folgt mit der Kamera-eigenen Com-
putersoftware und liefert Einzelbil-
der. Die Bildaufnahme und die Vertiefungenlängen-Wechsel werden über einen gemeinsamen 
Trigger gesteuert. 
 
 Zeitschema des Belichtungsprotokolls (institutsinterne Entwicklung) Abb. 8: 
Die Kamera DX4 generiert einen Trigger (Tr. out) anhand dessen der Monochromator zwischen 
den Wellenlängen 340 und 360 nm wechselt (A). B und C zeigen die variablen Verkürzungen der 
einzelnen Belichtungszeiten von 340 und 360 nm durch Zuschalten einer Dunkelzeit: Der Mono-
chromator wechselt auf 400 nm, das gesamte Fluoreszenzlicht wird vom UV-Sperrfilter absorbiert 
und die Zellen werden nicht belichtet. Uin skizziert den aus Belichtungs- und Dunkelzeiteinstellun-




Abbildung 9 zeigt schematisch den Aufbau des Perfusionssystems. Die Zellen befanden 
sich in der offenen Perfusionskammer und wurden kontinuierlich über eine Spritzenpumpe 
und ein Heizsystem mit vorgewärmtem Medium versorgt. Diese Superfusions- und Appli-
kationsvorrichtung ermöglichte damit Calcium-Messungen unter Flussbedingungen und 
eine halbautomatische Applikation der Stimulantien mit minimalen mechanischen Artefak-
ten. Weiterhin wurden die Stimuli nach der Applikation kontinuierlich ausgewaschen, so 
dass dieselben Zellen nacheinander mit mehreren Agenzien stimuliert werden konnten. 
 
 
  Skizze der Perfusionsapparatur für das Ratio-Calcium-Imaging (institutsinterne Abb. 9: 
Entwicklung) 
Die Zellen befinden sich in der offenen Perfusionskammer und werden kontinuierlich über eine 
Spritzenpumpe mit Medium versorgt. Das Medium wird über eine Spritzenheizung vorgewärmt und 
mit einem Durchflusserhitzer, der mit einem Temperaturfühler in der Kammer rückgekoppelt ist, mit 
einer optimalen Temperatur in die Perfusionskammer geleitet. Durch Auslösen eines Tastschalters 
wechselt die Perfusion auf die Spritzenpumpe mit der Applikationslösung (Stimulus), ohne dass 
sich die Perfusionsleistung (Fluss und Temperatur) ändert. Dabei muss das Ventil 1 im Zeitfenster 
der Applikation geöffnet werden. Durch eine Zeitschaltuhr ist die Applikation auf einen vorgewähl-
ten Zeitraum beschränkt und anschließend wechselt die Perfusion wieder auf die Superfusionslö-
sung. Das Ventil 1 muss jetzt wieder geschlossen werden. Die Absaugpumpe entfernt kontinuier-
lich überschüssiges Medium aus der Perfusionskammer und sorgt dabei für einen gleichbleibenden 
Flüssigkeitsstand in der Kammer. 
Die auf Deckgläschen kultivierten Zellen wurden für 12 min mit 1 µM Fura-2-AM bei 
37°C und 5% CO2 inkubiert und anschließend gewaschen. Das Deckgläschen mit den da-
rauf befindlichen Zellen wurde in die Perfusionskammer eingebaut und mit Medium über-
schichtet. Auf dem Mikroskoptisch befestigt, wurden die Perfusionsschläuche sowie der 
Temperaturfühler an die Kammer angeschlossen. Der Mediumfluss wird auf 0,5 bzw. 
1 ml/min eingestellt. Die Temperatur des Mediums wurde über den Durchlauferhitzer ma-
nuell schrittweise auf 33-35°C erhöht. Der Kondensor wurde unter Ausschluss von Luft-
blasen in der Flusskammer über den zu messenden Zellen positioniert und zentriert. Die 
Zellen wurden über den Mikroskoptisch fokussiert. Die zeitliche Verzögerung von etwa 15 




als Inkubationszeit, in der die Zellen den Calcium-Indikator durch Abspalten des Ace-
toxymethylesters aktivieren. 
Es wurden jeweils zwei Fluoreszenzbilder mit alternierender Anregung mit UV-Licht bei 
Wellenlängen von 340 und 360 nm innerhalb von einer Sekunde aufgenommen (Binning 
3x3, Gamma 1,0, Belichtungszeit 340 nm: 180 ms, 360 nm: 80 ms). Die Applikationen der 
Stimulantien erfolgten über das Perfusionssystem im 5 Minuten Rhythmus: 
- Stabilisierungsphase für die Zellen an Fluss und Temperatur (ohne Fluoreszenzbelich-
tung) 
- Aufnahme: Kontrolle ohne Stimulation (Spontanaktivität) 
- Pause (ohne Fluoreszenzbelichtung) 
- Aufnahme: Stimulation mit sCD154 (200 µl, 1000 ng/ml, bei 30-90 sec) 
- Pause (ohne Fluoreszenzbelichtung) 
- Aufnahme: Stimulation mit Histamin als Positiv-Kontrolle (100 µl, 1 µM, bei 30-
54 sec) 
Die Auswertung der Fluoreszenzintensitätsänderungen erfolgte mit Hilfe der ImageJ Soft-
ware. Dazu wurden die Einzelbilder zu einem Bilderstapel (stack) zusammengefasst. Die 
Einzelzellen wurden als ROI (region of interest) definiert und die Grauwerte für die Ein-
zelbilder bestimmt (Plugin: Ratio ROI Manager). Von den Fluoreszenzintensitäten der 
Zellen wurde die Fluoreszenzstärke des Hintergrundes abgezogen und das Verhältnis zwi-
schen 340 zu 360 nm gebildet (Ratio). Anschließend wurden die Ratio-Werte noch auf die 
ersten 10 aufgenommenen Werte normiert, um einen einheitlichen und vergleichbaren An-
fangswert von 1 zu haben. 
Die Stimulation von HUVEC mit CD154+ Myelomzellen war in dieser Apparatur nicht 
möglich. Einerseits erlaubten die Flussbedingungen und die Applikationsapparatur die 
Stimulation mit Myelomzellen nur bedingt. Andererseits würde die Darstellung der Zell-
Zell-Interaktion erfordern, dass die Myelomzellen ebenfalls mit einem Fluoreszenzfarb-
stoff markiert und ein zusätzliches Fluoreszenzbild für die Myelomzellen aufgenommen 
würde. Diese Aufnahme würde einen zusätzlichen Wellenlängenwechsel und einen Wech-
sel des Emissions-Bandpassfilters erfordern. Die zusammengehörigen Bilder würden in 
größeren zeitlichen Abständen aufgenommen werden, was die zeitliche Auflösung ver-
schlechterte. Darüber hinaus verändern die Flussbedingungen kontinuierlich die Position 
der Myelomzellen und erschweren zusätzlich zur schlechteren zeitlichen Auflösung die 
Identifizierung der Zell-Zell-Interaktion und des hierdurch induzierten Calciumsignals. 
4.6.2  Calcium Imaging mit dem nicht-ratiometrischen Farbstoff Fluo-4 
Die Messung von intrazellulärem Calcium mit dem nicht-ratiometrischen Farbstoff Fluo-4 
erfolgte unter statischen Bedingungen. Die HUVEC wurden hierfür in Passage eins in 




dem Calcium-sensitiven Farbstoff wurden die Zellen einmal mit 37°C warmen HBSS+/+/+ 
gespült, um eventuelle Zellfragmente zu entfernen. Die Zellen wurden etwa 45 min mit 
einer 1 µM Lösung des Farbstoffes Fluo-4 in 37°C warmen HBSS+/+/+ bei 37°C inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen wieder mit 37°C warmen HBSS+/+/+ gespült und mit 1 ml 
dieser Lösung bedeckt. Vor der eigentlichen Messung wurden nun die Inhibitoren in den 
entsprechenden Konzentrationen hinzugefügt und für die angegebene Zeit inkubiert. Wäh-
rend dieser Inkubation hatten die Zellen Zeit, den Farbstoffester zu spalten und damit zu 
aktivieren. 
Die mikroskopische Messung der intrazellulären Calciumkonzentration erfolgte am Olym-
pus Mikroskop mit einer Gesamtdauer von 10 min über die Aufnahme von Fluoreszenzbil-
dern mit der FITC-Filter-Kombination. Bei einer Bildrate von einem Bild pro Sekunde 
wurden pro Versuch insgesamt 600 Bilder mit einer 20fachen Vergrößerung aufgenommen 
(Binning 2x2, Belichtungszeit 75 ms). Die Aufnahme der Bilderserien erfolgte mit Hilfe 
des Experiment Managers der Cell® Software und diese wurden als Bilderstapel in einer 
Datenbank gespeichert. Innerhalb der 10minütigen Messungen diente die erste Minute für 
die Aufnahme der Ruhe- bzw. Spontanaktivität der Zellen. Nach der ersten Minute wurde 
der erste Stimulus, meist in Form von CD154+ Myelomzellen, als Bolus von 100 µl mit 
200.000 Zellen manuell in das Gesichtsfeld appliziert. In Minute sieben wurde Histamin 
als Positivkontrolle wiederum als Bolus von 100 µl einer 10 µM Lösung manuell appli-
ziert. Durch die Applikation der Histaminlösung wurden die Myelomzellen aus dem Ge-
sichtsfeld verdrängt, so dass die induzierten Calciumänderungen weitestgehend jeweils 
einem Stimulus zugeordnet werden konnten. Durch das Fehlen der Flussapparatur war es 
nicht möglich die einzelnen Stimuli auszuwaschen, so dass beide Stimuli innerhalb einer 
Bilderserie aufgenommen wurden. 
Die Auswertung der intrazellulären Calciumtransienten jeder einzelnen Zelle erfolgte in-
nerhalb der Cell® Software mit dem ROI-Manager und der Kinetik-Analyse. Hierzu wur-
den die einzelnen Zellen anhand ihrer Zellumrisse als ROI definiert. Von diesen Flächen 
wurden bei der Kinetikanalyse die Grauwerte für jedes Bild des Bilderstapels und damit 
für jede Sekunde bestimmt. Die Normalisierung dieser Kinetiken erfolgte nach der ∆F/F 
Methode, d.h. die einzelnen Grauwerte werden durch Division durch den Mittelwert der 
ersten zehn Grauwerte auf eine Ausgangsfluoreszenz von 1 normiert. 
Für die statistische Auswertung der relativen Änderung der Fluoreszenzintensität wurden 
nur Zellen mit einer ruhigen Basislinie während der ersten Messminute verwendet, um 
Calciumänderungen durch Spontanaktivität auszuschließen. Die Signalstärke wurde durch 
Integration der Calciumtransienten von Beginn der Stimulation (t = 1 min) bis zum Beginn 





4.7  Statistische Methoden 
Für die statistische Auswertung wurden verschiedene Tests verwendet: der T-Test für eine 
oder zwei Gruppen und der Chi²-Test. 
Für relative Werte, die gegen eine Kontrolle mit dem Wert 1 getestet wurden, wurde ein T-
Test für eine Gruppe gegen einen hypothetischen Wert von 1 durchgeführt. Zwei Gruppen 
untereinander wurden mit einem T-Test für zwei Gruppen untersucht. Die Änderung der 
Häufigkeitsverteilung wurde mit Hilfe des Chi²-Tests getestet. Unterschiede, die Wahr-
scheinlichkeitswerte kleiner als 0,05 aufwiesen, wurden als signifikant angegeben 
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). 





5.1  Modellsysteme 
5.1.1 Stabil transfizierte Myelomzellen als Modell für den membrangebundenen 
CD40-Liganden 
Diese Arbeit untersucht die Wechselwirkung zwischen dem endothelialen CD40-Rezeptor 
und seinem Liganden CD154. Neben der membrangebundenen Form kommt der Ligand 
auch in löslicher Form vor. Für die Etablierung des Modells zur Stimulation von HUVEC 
mit CD154 standen zwei Möglichkeiten zur Verfügung: ein lösliches, trimeres, rekombi-
nantes CD154-Protein und eine stabil transfizierte Maus-Myelomzelllinie, die humanes 
CD154 exprimiert.  
Abbildung 10 zeigt einen Western Blot von fraktionierten Proteinlysaten der CD154-
exprimierenden Mausmyelomzellen und von Kontroll-Myelomzellen. Die Fraktionen wa-
ren in zytosolische und membranenthaltene Fraktionen aufgeteilt. Die Kontrollfärbung mit 
β-Aktin (Abb. 10A) zeigte eine Bandenfärbung in den zytosolischen Fraktionen beider 
Myelomzell-Lysate bei 43 kDa. Es war keine Färbung in den Membranfraktionen erkenn-
bar. Die Färbung für das endoplasmatische Retikulum-Markerprotein Calretikulin (Abb. 
10B) zeigte eine Färbung bei 60 kDa in den Membranfraktionen, nicht aber in den zytoso-
lischen Fraktionen. Dieses Ergebnis stellte die erfolgreiche Trennung der Gesamtzelllysate 
in den zytosolischen und den membranhaltigen Anteil dar. Bei der CD154-Färbung (Abb. 
10C) war nur in der Membranfraktion der CD154+ Myelomzellen eine Bande bei 30 kDa 
(An et al., 2011) erkennbar und nicht in den Zytosolfraktionen oder bei den Kontroll-
Myelomzellen. Dies belegte, dass das von den CD154+ Myelomzellen exprimierte CD154 
tatsächlich in der Membran lokalisiert ist und dass die Myelomzellen selbst kein CD154 
exprimieren. 
 
 Western Blot von Abb. 10: 
CD154+ und Kontroll-Myelomzell-
Proteinlysaten  
Repräsentative Western Blot Analy-
se von Kontroll- und CD154+ 
Myelomzellen, die in eine Zytosol- 
und eine Membranfraktion fraktio-
niert worden waren. Als Marker für 
die zytosolische Fraktion wurde β-





5.1.2 Effektivität der CD40 Stimulation 
Die E-Selektin Expression ist ein hochsensitiver Marker für eine pro-inflammatorische 
Aktivierung humaner Endothelzellen. Um einschätzen zu können, ob der membrangebun-
dene und der lösliche CD40-Ligand funktionell sind und wie stark der Induktionseffekt ist, 
wurden HUVEC für 8 Stunden stimuliert. Anschließend wurde die E-Selektin mRNA-
Expression mit Hilfe der quantitativen PCR-Methode analysiert. Als Kontrolle dienten 
unstimulierte HUVEC (Kontrolle) und Kontroll-Myelomzellen.  
Abbildung 11 zeigt, dass der lösliche Ligand eine 16fache und die CD154+ Myelomzellen, 
nicht aber die Kontroll-Myelomzellen, eine 400fache Steigerung der E-Selektin mRNA-
Expression in den Endothelzellen verursachte. Die Induktion von E-Selektin mit beiden 
CD154-Formen zeigte, dass sowohl der lösliche als auch der membrangebundene Ligand 
in der Lage sind, eine CD40-vermittelte intrazelluläre Signaltransduktion auszulösen. 
 
 CD154-induzierte E-Selektin mRNA Abb. 11: 
Expression 
HUVEC wurden für 8 Stunden mit Kontrollmedi-
um, 1000 ng/ml sCD154, 106 CD154+ Myelom-
zellen oder Kontroll-Myelomzellen pro ml stimu-
liert und anschließend die E-Selektin mRNA-
Expression mittels quantitativer PCR analysiert 
(sCD154 gegen Kontrolle, n=6 **p<0,01; 
CD154+ Myelomzellen gegen Kontroll-Myelom-
zellen, n=9 ***p<0,001).  
 
5.1.3 Etablierung eines Flusskammermodels mit HUVEC 
Um die Endothelzellen unter möglichst in vivo-nahen Bedingungen zu kultivieren, wurde 
ein in vitro System benötigt, in dem die Zellen kontrollierten Flussbedingungen ausgesetzt 
werden können. Das ibidi-Modell besteht aus Objektträgern mit größeren Kanälen 
(µ-Kanäle), die sich ganz einfach mit einer Pipette befüllen lassen. Die Kanäle selbst besit-
zen eine ausreichende Größe, um mit wenigen Zellen einen konfluenten Monolayer herzu-
stellen und trotzdem mehrere Gesichtsfelder auswerten zu können. Außerdem ist es mög-
lich kleinere Luftblasen manuell zu entfernen. Der Boden der Objektträger besteht aus ei-
nem Deckglas und ermöglicht damit nach der Stimulation und der Immunfluoreszenz-




5.1.4 Kultivierung von HUVEC in ibidi µ-Kanälen unter oszillatorischen Fluss-
Bedingungen 
Die Kultivierung von HUVEC in ibidi µ-slides war unter statischen Bedingungen nur ein-
geschränkt möglich. Abbildung 12A zeigt HUVEC, die zwei Tage in einer Zellkulturscha-
le unter statischen Bedingungen kultiviert worden sind. Die Zellen bildeten einen Mo-
nolayer von kopfsteinpflasterartigen Zellen mit einer Konfluenz von etwa 90%. Abbildung 
12B zeigt HUVEC der gleichen Passage zwei Tage nachdem sie in einen ibidi µ-slide aus-
gesät wurden. Die Zellen schienen zwar nach einem Tag gut in den µ-Kanälen anzuwach-
sen, allerdings lösten sie sich am zweiten Tag bereits wieder ab. Der einzige kultivierungs-
bedingte Unterschied zwischen den Zellkulturen in der 6-Lochplatte und in den ibidi µ-
Kanälen war die Menge an Medium, das die Zellen versorgte. Es war also nicht möglich, 
HUVEC unter statischen Bedingungen in ibidi µ-Kanälen zu kultivieren. 
 
 HUVEC unter statischen Zellkulturbedingungen Abb. 12: 
(A) Die Morphologie von HUVEC der Passage 1, die klassisch in einer Zellkulturschale unter stati-
schen Bedingungen kultiviert wurden. Die HUVEC bilden einen konfluenten, kopfsteinpflasterarti-
gen Monolayer. Die gleichen Zellen zeigen unter statischen Bedingungen in ibidi µ-slides ein 
apoptotisches Verhalten (B). (Größenstandard 100 µm) 
Abbildung 13 zeigt das Ergebnis der Kultivierung von HUVEC in ibidi µ-Kanälen unter 
oszillatorischen, vom Kipptisch erzeugten Flussbedingungen. Um die Unterschiede zwi-
schen der statischen Kultur in Zellkulturschalen und unter oszillatorischen Flussbedingun-
gen in ibidi µ-Kanälen möglichst gering zu halten, wurden die µ-Kanäle für die Kultivie-
rung der HUVEC mit Gelatine beschichtet. Bereits 8 bis 10 Stunden nach der Aussaat wa-
ren die HUVEC schon ausreichend angehaftet (Abb. 13A), so dass es nun möglich war, die 
Zellen unter Flussbedingungen zu kultivieren. Nachdem die Zellen anschließend für 24 
Stunden unter oszillatorischen Flussbedingungen von 0,3-0,5 dyn/cm² weiter kultiviert 
wurden, bilden die HUVEC einen konfluenten Monolayer von kopfsteinpflasterartigen 




dingungen zeigten die Zellen immer noch die gleiche charakteristische Morphologie (Abb. 
13C). 
Die Wachstumsoberfläche der ibidi µ-Kanäle sind physikalisch vorbehandelt (ibiTreat). 
Um herauszufinden, ob diese Behandlung alleine das Wachstum der Endothelzellen beein-
flusste, wurden die gleichen Zellen unter gleichen Bedingungen, ohne zusätzliche Be-
schichtung mit Gelatine, kultiviert. Im Vergleich zur Gelatinebeschichtung zeigten die Zel-
len morphologisch keinen Unterschied zu Zellen, die auf Gelatine kultiviert wurden (Abb. 
13C und D). 
 
 Kultivierung von HUVEC unter oszillatorischen Flussbedingungen Abb. 13: 
(A) Morphologie von HUVEC der Passage 1, die 8-10 Stunden unter statischen Bedingungen in 
ibidi µ-slides adhäriert sind. Die Zellen setzen sich ab, bilden aber noch keinen konfluenten Mo-
nolayer. Die gleichen Zellen, die 24 Stunden (B) bzw. 48 Stunden (C) lang bei 0,3 dyn/cm² oszilla-
torischem Fluss kultiviert wurden, bilden einen einschichtigen, 100% konfluenten, kopfsteinpflas-
terartigen Zellrasen. Die in Abbildung D gezeigten Zellen wurden ohne Gelatine-Beschichtung im 
ibidi µ-slide wie in (C) kultiviert und zeigen keinen morphologischen Unterschied zu (C) (Größen-
standard 100 µm). 
Um im ibidi-Flusskammermodell eine schichtweise Ko-Kultur von Endothelzellen und 
glatten Muskelzellen herzustellen, wurden Ko-Kultur Sphäroide in µ-Kanäle ausgesät. Es 
bestand die Hoffnung, dass sich die Sphäroide absetzen und hieraus die glatten Muskelzel-




Sphäroide in die µ-Kanäle sehr schwierig und die wenigen Sphäroide sind in den µ-
Kanälen nicht angewachsen. Damit war die Ko-Kultur von Endothelzellen und glatten 
Muskelzellen in ibidi µ-slides nicht praktikabel und dieser Ansatz wurde verworfen. 
5.2 Die CD40-CD154 Interaktion führt zu einer luminalen Freisetzung 
des vWF in Endothelzellen 
5.2.1 Immunfluoreszenzfärbung 
Grundlage der vorliegenden Arbeit war die Hypothese, dass die Stimulation Endothelzel-
len mit CD154 diese aktiviert und zu einer luminalen Freisetzung von vWF aus den WPB 
führt. In einem proof of concept-Ansatz wurden HUVEC mit löslichem, rekombinanten 
und membrangebundenen CD154 inkubiert und anschließend eine vWF-
Immunfluoreszenzfärbung durchgeführt. 
Zunächst wurden HUVEC unter statischen Bedingungen kultiviert und stimuliert. Abbil-
dung 14 zeigt repräsentative Fluoreszenzbilder von HUVEC, die mit CD154+ Myelomzel-
len oder Histamin als Positivkontrolle stimuliert wurden. Unter basalen Bedingungen zeig-
te die vWF-Färbung eine punktförmige und relativ homogene Verteilung, die sich durch 
das Speichern des vWF in den WPB ergab. Die unter statischen Bedingungen mit CD154+ 
Myelomzellen ko-kultivierten HUVEC wiesen eine Aktivierung auf, indem die WPB 
scheinbar auf der Zelloberfläche zu größeren Komplexen aggregierten. In wenigen Fällen 
zeigte sich die Bildung von einzelnen vWF-Fäden auf der Zelloberfläche, die wahrschein-
lich durch die Verwirbelungen beim Pipettieren induziert wurden. Die Stimulation der 
HUVEC mit Histamin unter statischen Bedingungen wies in der Fluoreszenzfärbung für 
vWF eine starke Verminderung der WPB auf. Außerdem waren vWF-Fäden auf der Zell-
oberfläche nachweisbar. 
Im nächsten Versuchsansatz wurden HUVEC unter oszillatorischen Flussbedingungen von 
etwa 0,3-0,5 dyn/cm² kultiviert und mit sCD154 und Histamin stimuliert. Abbildung 15 
zeigt eine unter basalen Bedingungen fast homogene Verteilung der vWF-Färbung in vesi-
kulären Strukturen, den WPB. Teilweise war bereits unter Kontrollbedingungen eine Fa-
denbildung auf der Oberfläche der Endothelzellen erkennbar. Die Stimulation der HUVEC 
mit sCD154 wies in der vWF-Färbung eine starke Fadenbildung auf der Zelloberfläche 
auf, bei der die Fäden in Flussrichtung orientiert waren (vertikal). Die Fäden zeigten teil-
weise eine Vernetzung und es waren noch WPB erkennbar. Die Stimulation mit Histamin 
zeigte vergleichbar zu den statischen Bedingungen eine starke Abnahme der WPB in den 
Endothelzellen. Zusätzlich war, wie bei der Stimulation mit sCD154 unter Flussbedingun-





Sowohl lösliches CD154 als auch membrangebundenes CD154 führten zu einer Endothel-
zellaktivierung und zur luminalen Freisetzung von vWF. Je nach Flussbedingungen war 
der vWF als Aggregat oder Faden auf der Oberfläche der Endothelzellen sichtbar. Hista-
min, das als Positivkontrolle für die vWF-Freisetzung verwendet wurde, führte zu einer 
starken Verminderung der WPB und zu der Bildung von wenigen langen vWF-Fäden. 
 
 Stimulation von Endothelzellen unter statischen Bedingungen (Zellkulturschale) – Abb. 14: 
Immunfluoreszenz-Mikroskopie 
HUVEC wurden unter statischen Bedingungen kultiviert und mit Kontrollmedium, CD154+ Myelom-
zellen (106 /ml) oder Histamin (1 µM) stimuliert. Nach der Fixierung mit Zink-Fixanz wurde vWF 
(rot), DAPI (blau) und CD31 (grün) mit entsprechenden Antikörpern bzw. DAPI gefärbt (Größen-






 Stimulation von Endothelzellen unter oszillatorischen Flussbedingungen (ibidi) – Abb. 15: 
Immunfluoreszenz-Mikroskopie 
HUVEC wurden unter oszillatorischen Flussbedingungen (± 0,3-0,5 dyn/cm²) in ibidi µ-slides kulti-
viert und mit Kontrollmedium, sCD154 (1000 ng/ml) oder Histamin (1 µM) stimuliert. Nach der Fi-
xierung mit Zink-Fixanz wurde vWF (rot), DAPI (blau) und CD31 (grün) mit entsprechenden Anti-
körpern bzw. DAPI gefärbt (Größenstandard 50 µm). Als Kontrollfärbungen wurden DAPI für die 
Zellkerne und CD31 für die Zellmembran durchgeführt. 
5.2.2 Quantitative Auswertung der vWF-Fadenbildung 
Um die Aktivierung der Endothelzellen nach der Stimulation beurteilen zu können, wurden 
die vWF-Immunfluoreszenzfärbungen (vgl. Abschnitt 6.2.1) hinsichtlich der Anzahl der 




lere Fadenlänge berechnet. Unter statischen Bedingungen (Abb. 16A) fand unter Kontroll-
bedingungen keine Fadenbildung statt. Die Stimulation der HUVEC mit CD154+ Myelom-
zellen führte zu einer sehr geringen vWF-Fadenbildung, wohingegen die Stimulation mit 
Histamin zu einer 3-10fach stärkeren vWF-Fadenbildung führte. Die Histamin-induzierten 
vWF-Fäden waren etwa viermal häufiger und die Gesamtfadenlänge war zehnmal länger 
als durch CD154+ Myelomzellen. Die mittlere Fadenlänge war nach Histamin-Zugabe in 
etwa dreimal so lang wie die CD154-induzierten.  
 
 
 vWF-Fadenbildung in HUVEC Abb. 16: 
Statistische Zusammenfassung der Auswertung der Fluoreszenzbilder anhand der Fadenanzahl 
(grau), der Gesamtfadenlänge pro Gesichtsfeld (schwarz) und der mittleren Fadenlänge (weiß) 
von vWF von HUVEC unter statischen (A) und unter oszillatorischen Flussbedingungen (C). (B) 
Verlgeich der Kontrollen zwischen statischen und oszillatorischen Flussbedingungen (statisch: 




Unter oszillatorischen Flussbedingungen konnte im Vergleich zu den statischen Bedingun-
gen eine verstärkte vWF-Fadenbildung beobachtet werden. Bereits beim Vergleich unter 
Kontrollbedingungen war die Fadenbildung 6fach gesteigert mit einer Gesamtfadenlänge 
von mehr als 80 µm (Abb. 16B). 
Unter Flussbedingungen wurde die vWF-Fadenbildung durch Zugabe von sCD154 und 
Histamin verstärkt (Abb. 16C). Die durch sCD154 freigesetzten Fäden waren relativ kurz 
aber sehr zahlreich im Vergleich zu den durch Histamin freigesetzten Fäden. Im Vergleich 
zu den Kontrollbedingungen steigerte sCD154 die vWF-Fadenanzahl und Gesamtfaden-
länge um das 6-7fache. Allerdings unterschied sich die mittlere Fadenlänge nicht von der 
Kontrolle. Histamin verdreifachte die vWF-Fadenanzahl und die Gesamtfadenlänge, und 
die mittlere Fadenlänge verdoppelte sich im Vergleich zur Kontrolle. Demnach wird die 
durch CD154- und Histamin-induzierte vWF-Fadenbildung auf der Endothelzelloberfläche 
durch einen relativ geringen Fluss nachhaltig verstärkt. 
5.2.3 Quantifizierung der vWF-Freisetzung mit Hilfe der ELISA-Methode 
Der unter statischen Bedingungen freigesetzte vWF wurde quantitativ mit Hilfe eines ELI-
SAs ermittelt. Hierfür wurden HUVEC für eine Stunde mit sCD154 oder CD154+ 
Myelomzellen bzw. 15 min mit Histamin stimuliert. Im konditionierten Medienüberstand 
war sowohl für sCD154 als auch für CD154+ Myelomzellen und Histamin eine signifikant 
erhöhte vWF-Freisetzung nachweisbar (Abb. 17A). Die Mengen des ins Medium freige-
setzten vWFs unterschieden sich allerdings von 1,5fach bei CD154+ Myelomzellen, 2fach 
bei sCD154 und mehr als 4fach bei Histamin. 
 
 Relative vWF-Freisetzung unter statischen Kultivierungsbedingungen Abb. 17: 
Der vWF-Gehalt von konditioniertem Medium (A) und auf der fixierten Zelloberfläche (B) von 
HUVEC, die mit Kontrollmedium, sCD154 (1000 ng/ml), CD154+ Myelomzellen (106 Zellen pro ml) 
oder Histamin (1 µM) für 60 bzw. 15 min stimuliert worden waren, wurde mittels ELISA bestimmt 
und in relativen Bezug zur nicht stimulierten Kontrolle gesetzt (Überstand: n=11-14, *p<0,05, 




Bei der Bestimmung des vWF-Anteils auf der fixierten Zelloberfläche zeigte sich interes-
santerweise nur für die CD154+ Myelomzellen eine signifikante Zunahme des vWF 
(1,4fach), wohingegen sich die durch sCD154 oder Histamin stimulierte vWF-Freisetzung 
nicht signifikant von der Kontrolle unterschied (Abb. 17B). 
Zusammenfassend lässt sich also feststellen, dass der lösliche CD40-Ligand und Histamin 
vermehrt zu einer vWF-Freisetzung in den Überstand führen, während der membrange-
bundene CD40-Ligand eine signifikante vWF-Freisetzung in den Überstand und vWF-
Deposition auf der Zelloberfläche induziert. 
5.2.4 Einfluss von CD154 auf die Expression von vWF und ADAMTS13 
Die oben aufgeführten Experimente zeigten, dass die Stimulation von HUVEC mit CD154 
zu einer verstärkten vWF-Freisetzung führte. Im nächsten Ansatz wurde überprüft, ob die 
Interaktion auch die mRNA-Expression von vWF und der spezifisch vWF-spaltenden Pro-
tease ADAMTS13 beeinflusst. Allerdings konnte weder nach Stimulation mit sCD154 
noch mit den CD154+ Myelomzellen eine signifikante Änderung der untersuchten Genpro-
dukte festgestellt werden (Abb. 18). 
 
 
 vWF und ADAMTS13 mRNA-Expression in HUVEC nach Stimulation mit CD154 Abb. 18: 
HUVEC wurden für 8 Stunden mit Kontrollmedium, sCD154 (1000 ng/ml), CD154+ oder Kontroll-
Myelomzellen (106 /ml) stimuliert. Nach der Isolation der mRNA und cDNA-Synthese wurde die 
mRNA-Expression von vWF (A) und ADAMTS13 (B) mit Hilfe der qPCR ermittelt (n=6-9 p>0,1). 
5.3 Untersuchungen zur CD40-Signaltransduktion 
5.3.1 Die CD154-induzierte vWF-Freisetzung ist Calcium-abhängig 
Aus der Literatur sind zwei klassische Signalwege für die Freisetzung von vWF aus den 




de Wit et al., 2003; Rondaij et al., 2006; Vischer et al., 2000). Um in einem ersten Ansatz 
einen dieser bekannten Wege ausschließen zu können, wurde ein ELISA mit dem entspre-
chenden Chelator für intrazelluläre Calciumionen (BAPTA) und dem Inhibitor für die 
cAMP-abhängige Proteinkinase A (H89) durchgeführt. Der bereits oben erwähnte ELISA 
ermöglichte eine schnelle Bestimmung des freigesetzten vWF unter statischen Bedingun-
gen. 
Wie schon in Abbildung 17 gezeigt, führte die Stimulation mit CD154 und Histamin unter 
statischen Bedingungen zu einer signifikant erhöhten vWF-Freisetzung in den Überstand 
(Abb. 17A) (sCD154 2fach, CD154+ Myelomzellen 1,5fach, Histamin 4fach) und mit 
CD154+ Myelomzellen zu einer 1,5fachen Erhöhung auf der Zelloberfläche (Abb. 17B). 
Nach Vorinkubation mit dem Calcium-Chelator BAPTA-AM zeigte sich weder im Über-
stand noch auf der fixierten Zelloberfläche eine Freisetzung von vWF, die sich signifikant 
von der unstimulierten Kontrolle unterschied (Abb. 19). Einzige Ausnahme war die Stimu-
lation mit Histamin. Die starke vWF-Freisetzung durch Histamin reduzierte sich nach Ex-
position gegenüber BAPTA-AM signifikant um 73% (Abb. 19A). 
 
 
 Einfluss einer intrazellulären Calciumkomplexierung auf die Agonisten-stimulierte Abb. 19: 
vWF-Freisetzung bzw. Deposition auf der Zelloberfläche 
Der vWF-Gehalt von konditioniertem Medium (A) bzw. auf der fixierten Zelloberfläche (B) von 
HUVEC, die mit sCD154 (1000 ng/ml), CD154+ Myelomzellen (106 Zellen pro ml) oder Histamin 
(1 µM) 60 bzw. 15 min stimuliert worden waren, wurde mittels ELISA bestimmt und in relativen 
Bezug zur nicht stimulierten Kontrolle gesetzt (graue Balken). Die schwarzen Balken zeigen die 
relative vWF-Freisetzung nach Vorinkubation der HUVEC mit BAPTA-AM (20 min, 10 mM) (n=7-14 
*p<0,05 i. Vgl. zur nicht-stimulierten Kontrolle, #p<0,05 i.Vgl. zur Stimulation mit Histamin ohne 
BAPTA). 
Um die Abhängigkeit der vWF-Freisetzung vom Proteinkinase A (PKA)-Signalweg zu 
untersuchen, wurde ein Inhibitor dieser Proteinkinase sowie der Adenylatcyclase-Aktivator 




Stimulation mit CD154+ Myelomzellen und Forskolin zu einer signifikanten Zunahme des 
freigesetzten vWF in den Überstand (1,6fach bzw. 1,3fach) im Vergleich zur Kontrolle 
(Abb. 20A). Vorinkubation der Zellen mit H89 reduzierte die Forskolin-stimulierte vWF-
Freisetzung unter den Basalwert (0,8fach), während diese in Gegenwart der CD154+ 
Myelomzellen unverändert war (1,6fach). Die Deposition von vWF auf der Zelloberfläche 
war in Gegenwart der CD154+ Myelomzellen erhöht (Abb. 20B) und unempfindlich ge-
genüber der Behandlung mit H89 (n=4, 1,5fach unter basalen Bedingungen und 1,6fach 
mit H89). 
Damit konnte zweifelsfrei nachgewiesen werden, dass die CD154-induzierte vWF-
Freisetzung in den Überstand ebenso wie dessen Deposition auf der Zelloberfläche cAMP-




 Bedeutung des PKA-Signalwegs für die CD154-stimulierte vWF-Freisetzung aus Abb. 20: 
humanen Endothelzellen 
Der vWF-Gehalt im konditionierten Medium (A) und auf der fixierten Zelloberfläche (B) von 
HUVEC, die mit sCD154 (1000 ng/ml), CD154+ Myelomzellen (106 Zellen pro ml) oder Forskolin für 
60 min (100 µM) stimuliert worden waren, wurde mittels ELISA bestimmt und in relativen Bezug zur 
nicht stimulierten Kontrolle gesetzt. Die schwarzen Balken zeigen die relative vWF-Freisetzung 
nach Vorinkubation mit dem PKA-Inhibitor H89 (10 µM, 45 min) (n=4 *p<0,05 i. Vgl. zur nicht-
stimulierten Kontrolle, #p<0,001 i.Vgl. zur Stimulation mit Forskolin). 
5.3.2 Die sCD154-induzierte Mobilisierung von intrazellulären Calcium unter Fluss 
Um auf zellulärer Ebene zu bestätigen, dass CD154 ein Calciumsignal induziert, wurden 
Ratio-Messungen mit Fura-2 durchgeführt. Die auf Deckgläschen kultivierten und mit Fu-
ra-2-AM beladenen HUVEC wurden in ein Perfusionssystem eingebaut und nacheinander 
mit Medium, sCD154 und Histamin superfundiert. Abbildung 21 zeigt die Veränderungen 




(A1), sCD154 (B1) und Histamin (C1). Unter Kontrollbedingungen (A1) zeigte die Ratio 
keine Veränderungen, außer den Schwankungen um einen Basalwert bzw. teilweise spon-
tanen Erhöhungen der Ratio. Die Stimulation mit Histamin (C1) zeigte einen für Histamin 
klassischen, intrazellulären Calciumanstieg (schneller, unmittelbarer, starker Anstieg, kur-
ze Plateauphase und Rückkehr zum Ausgangswert). Die Stimulation mit sCD154 (B1) 
zeigte kleinere, langsamere und zeitlich verzögerte Erhöhungen der Ratio im Vergleich zur 
Histamin-induzierten Calciumänderung. 
Der jeweils zweite Teil der Abbildung 21 zeigt den gemittelten intrazellulären Verlauf der 
Ratio von 55 Einzelzellen mit Standardabweichung. Im Vergleich zeigte sich hier ebenfalls 
die schnelle, starke Erhöhung durch Histamin auf etwa 1,7fach (Abb. 21C2) und die klei-
nere, langsamere, zeitlich verzögerte Erhöhung durch sCD154 auf 1,2fach (Abb. 21B2), 
die beide im Vergleich zur Kontrolle (1,0) (Abb. 21A2) signifikant erhöht waren.  
Die auftretenden Spontanerhöhungen zeigten sich unter Kontrollbedingungen bei etwa 
17% der Zellen (Abb. 22A). Bei einer ersten Stimulation mit sCD154 (#1) zeigte sich bei 
20% der Zellen eine Transiente, wobei es sich um eine signifikante Zunahme im Anteil der 
Zellen handelt (Chi²-Test), die Erhöhungen ihrer Ratio aufwiesen, wohingegen sich der 
Anteil bei einer wiederholten Stimulation mit sCD154 (#2) auf 12% verringerte, das wie-
derum eine signifikante Abnahme im Anteil dieser Zellen beschrieb. Bei der Stimulation 
mit Histamin zeigten über 90% der Zellen eine Zunahme ihrer Ratio. Um diese Änderun-
gen der Ratio charakterisieren zu können, wurden die Transienten integriert und verglichen 
(Abb. 22B). Die relative Zunahme der Ratio, die durch Histamin induziert wurde, war in 
etwa doppelt so groß wie die durch sCD154 (17 bzw. 10). 
Damit konnte nachgewiesen werden, dass der lösliche Ligand und Histamin unter Flussbe-
dingungen vermehrt eine Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration hervorrufen, 
die sich in der Erhöhung der Ratio signifikant von den spontanen Erhöhungen der Ratio 
unterscheiden. Eine wiederholte CD40-Stimulation verringerte den Anteil der Zellen, die 
auf sCD154 mit einer Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration reagierten. 
Diese Ergebnisse zeigten, dass der lösliche Ligand eine Erhöhung der intrazellulären Cal-
ciumkonzentration verursacht, die sich zeitlich und kinetisch von den typischen Histamin-






 Calcium Imaging mit Fura-2-AM unter Flussbedingungen Abb. 21: 
(A) Zeitlicher Verlauf der 340 nm/360 nm Ratio von Einzelzellen (A1) und im Mittel von 55 Einzel-
zellen (A2) mit Standardabweichung während der Kontrollsuperfusion mit Medium. (B) Zeitlicher 
Verlauf der 340 nm/360 nm Ratio von Einzelzellen (B1) und im Mittel von 55 Einzelzellen mit Stan-
dardabweichung (B2) während der Stimulation mit sCD154 (1000 ng/ml; bei t=2 min ***p<0,001 i. 
Vgl. zur Kontrolle A2). (C) Zeitlicher Verlauf der 340/360 nm Ratio von Einzelzellen (C1) und im 
Mittel von 55 Einzelzellen mit Standardabweichung (C2) während der Stimulation mit Histamin 






 Charakterisierung der Ratio-Änderungen Abb. 22: 
(A) Der Anteil der Zellen, die Erhöhungen ihrer Ratio aufweisen, nach Stimulation mit sCD154 
(1000 ng/ml, zwei konsekutive Stimulationen im Abstand von 10 min) und Histamin (1 µM) 
(*p<0,05, #p<0,001, ***p<0,001 n=10). (B) Durch Integration werden die Änderungen der Ratio 
quantifiziert (***p<0,001 n=55). 
5.3.3 Calcium Imaging mit Fluo-4 unter statischen Bedingungen 
Zusätzlich zum Ratio Imaging unter Fluss, wurde Calcium Imaging mit Fluo-4 unter stati-
schen Bedingungen durchgeführt. Einerseits ist es hier möglich, die HUVEC mit CD154+ 
Myelomzellen zu stimulieren und andererseits besitzt Fluo-4 bessere Fluoreszenz-
eigenschaften, um auch sehr kleine Änderungen der intrazellulären Calciumkonzentration 
darzustellen. Die mit Fluo-4 AM beladenen HUVEC wurden unter statischen Bedingungen 
in Zeitrafferaufnahmen (1 Bild pro Sekunde) abgebildet (Abb. 23A) und währenddessen 
durch Zugabe von CD154+ Myelomzellen (t = 1-7 min) und Histamin (t = 7-10 min) stimu-
liert. Die manuelle Applikation ins Gesichtsfeld erzielte eine etwa 80%ige flächendecken-
de Stimulation der HUVEC mit Myelomzellen (Abb. 23B). 
Aus den Zeitrafferaufnahmen wurden die Fluoreszenzintensitäten der einzelnen Zellen 
bestimmt (Abb. 23C) und gegen die Zeit aufgetragen (Abb. 23D). Nach einer zeitlichen 
Verzögerung von etwa 2-3 min zeigten die Einzelzellen eine oszillatorische Zunahme der 
Fluoreszenzintensität nach der Stimulation mit CD154+ Myelomzellen. Bei der Stimulation 
mit Histamin reagierten die Zellen mit einer zeitlichen Verzögerung von etwa 2-3 s mit 
einer für Histamin typischen Zunahme der Fluoreszenzintensität (steiler und unmittelbarer 





 Die Methode des Calcium Imaging mit Fluo-4 und CD154+ Myelomzellen unter stati-Abb. 23: 
schen Bedingungen 
(A) Fluo-4-AM beladene HUVEC (grün) wurden unter statischen Bedingungen mit (B) CD154+ 
Myelomzellen (200.000 Zellen in 100 µl) (blau) stimuliert und gleichzeitig wurde die Fluoreszen-
zemission bei 488 nm mit 1 Hz registriert. (C) Die einzelnen HUVEC wurden manuell als Bereiche 
definiert (region of interest, ROI). (D) Die Fluoreszenzemissionen der einzelnen ROIs wurden mit 
Hilfe der Kinetikanalyse bestimmt und gegen die Zeit aufgetragen. Die Applikation der CD154+ 
Myelomzellen erfolgte bei t=1 min, die von Histamin bei t=7 min (Größenstandard 50 µm). 
Für die statistische Auswertung wurden zunächst die Einzelzellen anhand der Verläufe 
ihrer Fluoreszenzintensitäten in Zellen eingeteilt, die Transienten aufweisen oder nicht 
(Anteil positiver Zellen (vgl. A)). Weiterhin wurden die Intensitätsänderungen der Einzel-
zellen charakterisiert, indem sie integriert und als relative Änderung der Fluoreszenzinten-
sität aufgetragen wurden (vgl. B). Für die Auswertung einer großen Anzahl von verschie-
denen Versuchen mit Inhibitoren wäre diese Auswertungsmethode für alle Einzelzellen zu 
aufwendig, so dass die relative Änderung der Fluoreszenzintensität der gesamten Zellkul-
tur ausgewertet wurde. Um zu zeigen, dass diese gemittelten Ergebnisse dennoch repräsen-
tativ für die einzelnen Zellantworten sind, wurden sie mit dem Produkt aus dem Anteil 
positiver Zellen und der relativen Änderung der Fluoreszenzintensität der Einzelzellen ver-
glichen (vgl. C). 
Um diese Methode zu evaluieren, wurden verschiedene Kontrollversuche durchgeführt 




Myelomzellen, Kontroll-Myelomzellen, Histamin als Positivkontrolle). Abbildung 24 zeigt 
den Datensatz, der zu diesen Versuchen anhand der oben beschriebenen statistischen Aus-
wertemethode erhoben wurde. Abbildung 24A beschreibt die Anteile positiver Zellen, 24B 
gibt die relative Änderung der Fluoreszenzintensität der Einzelzellen an, 24C zeigt die re-
lative Gesamtänderung der Fluoreszenzintensität der Einzelzellen und der gesamten Zell-
kultur im Vergleich und 24D bildet typische Verläufe der Fluoreszenzintensität ab. 
 
 
 Calcium Imaging mit Fluo-4 - Kontrollen Abb. 24: 
Mit Fluo-4-AM (1 µM, 40 min) beladene HUVEC wurden nacheinander mit Kontrollmedium nach 
Inkubation mit DMSO (1:1000), CD154+ Myelomzellen (200.000 Zellen in 100 µl), Kontroll-
Myelomzellen (200.000 Zellen in 100 µl) oder sCD154 (1000 ng/ml) und Histamin (1 µM) unter 
statischen Bedingungen stimuliert. Die Fluoreszenzemission wurde abgebildet und für einzelne 
Zellen mit Hilfe des Bilderstapels ausgewertet. Es wurde der Anteil positiver Zellen (A) und die 
relativen Änderungen der Fluoreszenzänderung dieser Zellen (B) durch Integration bestimmt 
(***p<0,001, *p<0,05 gegen DMSO-Kontrolle; #p<0,001 gegen Kontroll-Myelomzellen; A: n=3-13; 
B: n=10). (C) Für die statistische Auswertung wurde die Änderung der Fluoreszenzänderung der 
gesamten Einzelzellpopulation von 5-17 Versuchen integriert (schwarze Balken; *p<0,001 gegen 
DMSO/Medium Kontrolle #p<0,001 gegen Kontroll-Myelomzellen) und mit dem Produkt aus dem 
Anteil positiver Zellen und Änderung der Fluoreszenzänderung der Einzelzellen (graue Balken) 
verglichen. (D) Hier sind drei typische Einzelzelltransienten als relative Änderung der Fluores-




Die Versuchsdurchführung an sich führte zu keiner Aktivierung der HUVEC (Abb. 24A 
DMSO/Medium 0%) während die Stimulation mit CD154+ Myelomzellen bei etwa 60% 
der Zellen eine Zunahme der Fluoreszenzintensität zur Folge hatte, aber nur bei etwa 15% 
der Zellen in Gegenwart der Kontroll-Myelomzellen. Der lösliche Ligand (sCD154) führte 
ebenfalls zu einem geringeren, aber signifikanten Anstieg der Fluoreszenzintensität (10%) 
der HUVEC. Die zu diesen Anteilen entsprechenden relativen Änderungen der Fluores-
zenzintensität der Zellen zeigt Abbildung 24B und Abbildung 24C vergleicht die entspre-
chenden relativen Gesamtänderungen der Fluoreszenzintensität bestimmt über die Einzel-
zellen oder gemittelt über die gesamte Zellkultur. 
Abbildung 24D zeigt schließlich die typischen Verläufe der Fluoreszenzintensität von 
HUVEC, die mit CD154+ Myelomzellen stimuliert wurden. Etwa 2 min nach der Applika-
tion der Zellen kommt es zu einer unterschiedlich stark und schnell oszillierenden Erhö-
hung der intrazellulären Calciumkonzentration. Dieses Muster wird durch die nachfolgen-
de Applikation von Histamin unterbrochen, welches reproduziertbar den typischen, schnel-
len Anstieg der Fluoreszenzintensität gefolgt von dem langsameren Abfall auslöste. 
Diese Ergebnisse belegen, dass der membrangebundene Ligand eine stärkere Zunahme der 
intrazellulären Calciumkonzentration als der lösliche Ligand induziert, und zwar in Form 
einer stark oszillierenden Veränderung der Fluoreszenzintensität. Grundsätzlich schien die 
Methode des Calcium Imaging mit Fluo-4 auch robust genug zu sein, um mit deren Hilfe 
den Effekt verschiedener pharmakologischer Inhibitoren auf die CD154-induzierte Calci-
ummobilisation in den HUVEC zu analysieren. 
5.4 Analyse der CD40-Signaltransduktion mit Hilfe pharmakologischer 
Inhibitoren 
Zur Analyse des Signalweges, der zu einer Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzent-
ration führt, wurden die HUVEC vor dem Fluo-4-Calcium Imaging mit verschiedenen 
pharmakologischen Inhibitoren vorinkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit den 
CD154+ Myelomzellen inkubiert und die Fluoreszenzintensitäten anhand der oben be-
schriebenen Parameter ausgewertet. 
5.4.1 Die Beteiligung der Phospholipase C 
Die Phospholipase C (PLC) gehört zu den klassischen Calcium-induzierenden Signalwe-
gen. Um festzustellen, ob die Calciummobilisation des CD154-induzierten Signals von der 
PLC abhängig ist, wurde Calcium Imaging nach der Vorbehandlung mit dem PLC-
Inhibitor U73122 durchgeführt. Abbildung 25 zeigt, dass die Vorinkubation mit dem gene-
rellen Phospholipase C-Inhibitor U73122, nicht aber mit seinem biologisch inaktiven Ana-




zellulären Calciumkonzentration in den kultivierten Endothelzellen führt. Ebenso hatte 
Histamin keinen Effekt mehr auf die intrazelluläre Calciumkonzentration (Abb. 25D). 
 
 
 Calcium Imaging mit dem PLC-Inhibitor U73122 Abb. 25: 
Die mit Fluo-4-AM (1 µM, 45 min) beladenen HUVEC wurden mit dem aktiven (U73122) und dem 
inaktiven (U73343) PLC-Inhibitor vorinkubiert (je 5 µM, 10-20 min) und nacheinander mit den 
CD154+ Myelomzellen (200.000 Zellen in 100 µl) und Histamin (1 µM) unter statischen Bedingun-
gen stimuliert. Änderungen der Fluoreszenzintensität wurden fortaufend registriert (D) und für die 
einzelnen Zellen mit Hilfe des Bilderstapels nach dem Anteil positiver Zellen (A) und der relativen 
Änderung der Fluoreszenzintensität in diesen Zellen (B) ausgewertet. (C) Zusätzlich wurde durch 
Integration die Änderung der Fluoreszenzintensität aller Zellen im Gesichtsfeld (schwarze Balken) 
bestimmt und dem Produkt aus dem Anteil positiver Zellen und der Änderung der Fluoreszenzin-
tensität der Einzelzellen (graue Balken) gegenübergestellt (n=8-13, ***p<0,001 gegen Kontrolle, 
###p<0,001 gegen U73343). 
5.4.2 Die vWF-Freisetzung ist Phospholipase C-abhängig 
Zum Nachweis, dass nicht nur die CD154-induzierte Mobilisierung von Calcium, sondern 
auch die CD154-induzierte vWF-Freisetzung aus den HUVEC über eine Aktivierung der 
PLC zustande kommt, wurde ein vWF-ELISA mit Zellen durchgeführt, die mit dem PLC-
Inhibitor U73122 bzw. mit dem inaktiven Inhibitor-Analogon U73343 vorinkubiert wur-




setzung von vWF in den Zellüberstand durch U73122 vollständig gehemmt war. Ein ver-
gleichbarer Trend zeigte sich bei der Deposition von vWF auf der Endothlezelloberfläche; 
allerdings war der stimulierende Effekt der CD154+ Myelomzellen in dieser Versuchsreihe 
knapp nicht signifikant. Dennoch legen diese Befunde nahe, dass auch die CD154-
induzierte vWF-Freisetzung aus den HUVEC Phospholipase C-abhängig erfolgt. 
 
 
 Die CD154-stimulierte vWF-Freisetzung aus HUVEC ist PLC-abhängig Abb. 26: 
Die kultivierten HUVEC wurden mit U73122 (schwarze Balken) oder U73343 (graue Balken) vorin-
kubiert (je 5 µM, 10-20 min). Anschließend wurden sie mit sCD154 (1000 ng/ml), CD154+ Myelom-
zellen (106 Z/ml) oder Histamin (1 µM) stimuliert und die relative Menge des freigesetzten vWF im 
konditionierten Medium (A) bzw, auf der fixierten Zelloberfläche (B) mittels ELISA ermittelt 
(*p<0,05, ***p<0,001, n=4). 
5.4.3 Die CD40-Stimulation führt zur Aktivierung der PLCγ1 
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vermitteln ihre intrazellulären Effekte in der Regel über 
eine Aktivierung der Phospholipase Cβ. Nicht-G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (zu denen 
auch der CD40-Rezeptor gehört) tun dies meist über die Phospholipase Cγ, von der es in 
humanen Zellen zwei Isoformen, die PLCγ1 und PLCγ2, gibt. 
Die Expression beider Phospholipase Cγ-Isoformen in den HUVEC wurde mit Hilfe der 








 Nachweis der mRNA-Expression der PLCγ-Isoformen in HUVEC Abb. 27: 
Die Spezifität der PLC-qPCR wurde mit Hilfe eines Agarosegels überprüft. Es wurden jeweils zwei 
Proben aus dem jeweiligen PCR-Ansatz und ein Größenstandard (Marker, M) auf das Gel aufge-
tragen. Es ist jeweils nur eine spezifische Bande erkennbar. Das PLCγ1 Fragment hat eine Größe 
von 188 bp, das PLCγ2 Fragment eine Größe von 115 bp (exemplarische Darstellung, n=13). 
Mit Hilfe der Western Blot-Analyse konnten beide Isoformen auch als Protein in den En-
dothelzellen nachgewiesen werden (Abb. 28). Es ist bekannt, dass beide Isoformen über 
eine Phosphorylierung ihrer Tyrosinreste, z.B. an Position 783 bzw. 759, aktiviert werden, 
indem die Autoinhibition aufgehoben wird. Um nachzuweisen, welche Isoform in den 
HUVEC durch die Stimulation mit CD154 aktiviert wurde, wurden die Zellen in Anwe-
senheit von Orthovanadat mit CD154+ Myelomzellen stimuliert (2-5 min). Orthovanadat 
inhibiert Phosphatasen und verhinderte damit die Dephosphorylierung der PLCγ-
Isoformen. Abbildung 28 zeigt exemplarisch je einen Western Blot für PLCγ1 und PLCγ2.  
 
 
 Western Blot-Analyse zum Nachweis der PLCγ-Isoformen und deren Aktivierung Abb. 28: 
Die kultivierten HUVEC exprimieren beide Isoformen der PLCγ. Nach Stimulation der HUVEC mit 
CD154+ Myelomzellen (106 Zellen/ml) nimmt der phosphorylierte Anteil der PLCγ1 innerhalb von 2 
und 5 Minuten zu (A), jedoch nicht der der PLCγ2 (B) kontinuierlich zu (Exemplarische Western 
Blots). Fünf individuelle Experimente mit unterschiedlichen Endothelzellpräparationen wurden sta-





Dabei wurden die Membranen nacheinander erst für die phosphorylierte Isoform und an-
schließend für die nicht-phosphorylierte Isoform (als internen Standard) gefärbt. In allen 
Proben war eine Bande bei der erwarteten Größe von 150 kDa detektierbar. Durch die Sti-
mulation mit den CD154+ Myelomzellen nahm der Anteil an phosphorylierter PLCγ1 in-
nerhalb von 5 min kontinuierlich um das 5fache zu, nicht jedoch bei der PLCγ2 (maximal 
1,2fach). Demzufolge kommt es nach Bindung von CD154 an CD40 in den Endothelzellen 
zu einer selektiven Aktivierung der PLCγ1. 
5.4.4 Die Beteiligung intrazellulärer Calciumspeicher 
Die PLC ist ein Enzym, das die Bildung von Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol 
(DAG) katalysiert. IP3 ist als sekundärer Botenstoff bekannt, der über den IP3-Rezeptor 
Calcium aus intrazellulären Speichern freisetzt. Um festzustellen, ob intrazelluläre Calci-
umspeicher an der CD154-vermittelten Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration 
beteiligt sind, können pharmakologische Inhibitoren der sarcoplasmatisches, endoplasmati-
sches Retikulum-Calcium-ATPase (SERCA) wie Cyclopiazonsäure (CPA) und Thapsigar-
gin (Thaps) sowie der Inhibitor der vakuolären Protonenpumpe (H+-ATPase) Bafilomycin 
A1 (Baf) (Bowman et al., 1988) verwendet werden. CPA und Thapsigargin blockieren den 
Aufbau des Calciumspeichers direkt, Bafilomycin A1 blockiert den Aufbau eines Proto-
nengradienten, durch den im Austausch der Calciumspeicher gefüllt wird. 
Abbildung 29 fasst die Ergebnisse der Calciummessungen mit den Inhibitoren für die int-
razellulären Calciumspeicher zusammen. Beide SERCA-Inhibitoren reduzierten den 
CD154-stimulierten Calciumanstieg in den HUVEC nahezu vollständig (CPA) oder voll-
ständig (Thaps). Bafilomycin A1 hatte ebenfalls einen deutlichen Effekt mit einer durch-
schnittlichen Reduktion des intrazellulären Calciumanstiegs um 58%. Mit Thapsigargin 
zeigte sich eine stetige Abnahme in der Fluoreszenzintensität (Abb. 29D), so dass die er-
mittelten Werte für die Änderung der Fluoreszenzintensität teilweise sogar negativ sind. 
Damit konnte nachgewiesen werden, dass die CD154-induzierte Erhöhung der intrazellulä-
ren Calciumkonzentration vom endoplasmatischen Retikulum als Calciumspeicher abhän-
gig ist. Unter Umständen wird dieses Calciumsignal über eine Calciumfreisetzung aus den 
lysosomalen Calciumspeichern verstärkt, da die CD154-induzierten Calciumoszillationen 







 Hemmung der intrazellulären Mobilisierung von Calcium durch Entleerung der Cal-Abb. 29: 
ciumspeicher 
Die mit Fluo-4-AM (1 µM, 45 min) beladenen HUVEC wurden mit den SERCA-Inhibitoren Cyclopi-
azonsäure (CPA, 20 µM, 20 min) und Thapsigargin (Thaps, 50 µM, 20 min) bzw. Bafilomycin A1 
(Baf, lysosomale Calciumspeicher, 100 nM, 20 min) vorinkubiert und nacheinander mit CD154+ 
Myelomzellen (200.000 Zellen in 100 µl) und Histamin (1 µM) unter statischen Bedingungen stimu-
liert. Änderungen der Fluoreszenzintensität wurden fortlaufend aufgezeichnet (D) und für die ein-
zelnen Zellen mit Hilfe der Bilderstapels nach dem Anteil positiver Zellen (A) und der relativen Än-
derung der Fluoreszenzintensität in diesen Zellen (B) ausgewertet. (C) Zusätzlich wurde durch 
Integration die Änderung der Fluoreszenzintensität aller Zellen im Gesichtsfeld (schwarze Balken) 
im Vergleich zu dem Produkt aus dem Anteil positiver Einzelzellen und deren Änderung der Fluo-
reszenzintensität (graue Balken) gegenübergestellt (n=8-13, *p<0,05, ***p<0,001). 
5.4.5 Die Rolle des Inositoltriphosphat- Rezeptors (IP3R) 
Da das CD154-induzierte Calciumsignal zum einen von der Aktivität der PLC und zum 
anderen vom Füllungszustand des intrazellulären Calciumspeichers im endoplasmatischen 
Retikulum abhängig war, sollte im nächsten Schritt untersucht werden, in wieweit diese 
Calciumfreisetzung über IP3 und dessen Bindung an den IP3-Rezeptor vermittelt war. 2-




ein ebenfalls membranpermeabler Inhibitor der IP3-vermittelten Calciumfreisetzung aus 
dem endoplasmatischen Retikulum. Abbildung 30 stellt die Ergebnisse der Calcium-
Messungen mit 2-APB und Xestospongin C dar. Während 2-APB den durch die CD154+ 
Myelomzellen induzierten Calciumanstieg nahezu vollständig blockierte, senkte Xesto-
spongin C diesen um etwa 57%. Auffällig war, dass beide Inhibitoren die Histamin – indu-
zierte Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration kaum abschwächte (Abb. 30D). 
Dennoch suggerieren diese Ergebnisse, dass CD154 seine stimulierende Wirkung auf die 
Freisetzung von Calcium aus dem endoplasmatisches Retikulum in den HUVEC vorwie-
gend durch die Bindung von IP3 an den IP3-Rezeptor verursacht. 
 
 
 Calcium Imaging mit den IP3-Rezeptor-Blockern 2-APB und Xestospongin C Abb. 30: 
Die mit Fluo-4 AM (1 µM, 45 min) beladene HUVEC wurden mit den IP3-Rezeptor-Blockern 2-APB 
(50 µM, 30-40 min) und Xestospongin C (XeC) (3 µM, 30-60 min) vorinkubiert und nacheinander 
mit CD154+ Myelomzellen (200.000 Zellen in 100 µl) und Histamin (1 µM) unter statischen Bedin-
gungen stimuliert. Änderungen der Fluoreszenzintensität wurden fortlaufend detektiert (D) und für 
die einzelnen Zellen mit Hilfe des Bilderstapels nach dem Anteil positiver Zellen (A) und deren 
relativen Änderung der Fluoreszenzintensität (B) ausgewertet. (C) Zusätzlich wurde durch Integra-
tion die Änderung der Fluoreszenzintensität aller Zellen im Gesichtsfeld (schwarze Balken) be-
stimmt und dem Produkt aus dem Anteil positiver Einzelzellen und deren Änderung der Fluores-




5.4.6 Die Beteiligung von Phosphotyrosinkinasen 
Die Phospholipase Cγ kann durch verschiedene Nicht-G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
aktiviert werden. Dabei ist die Aktivierung an die Phosphorylierung spezifischer Tyrosin-
reste gekoppelt, durch die die PLCγ1 vom Zytosol an die Membran transloziert und ihre 
Autoinhibition aufgehoben wird. Diese Phosphorylierung kann entweder durch die intrinsi-
sche Tyrosinkinaseaktivität des Rezeptors oder durch Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen in 
Verbindung mit einem membran-ständigen bzw. assoziierten multimeren Komplexes von 
Signalproteinen erfolgen. 
Eine große Familie zytosolischer Proteinkinasen, die an solchen Komplexen beteiligt sein 
kann, ist die Phosphotyrosinkinase-Familie der Src-Proteine. Diese Tyrosinkinasen besit-
zen keine eigene Rezeptorfunktionalität und werden daher auch als Nicht-Rezeptor-
Tyrosinkinasen bezeichnet. Um zu überprüfen, ob ein Vertreter dieser Familie an der 
CD154-induzierte Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration in den HUVEC be-
teiligt ist, wurden die pharmakologischen Inhibitoren Herbimycin A und PP2 verwendet, 
die als spezifische Inhibitoren dieser Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase-Familie gelten. Abbil-
dung 31 fasst die Ergebnisse der Calcium-Messungen mit Herbimycin A und PP2 zusam-
men. Demnach führt eine Hemmung dieser Tyrosinkinasen zu einer signifikanten Ab-
schwächung des CD154-induzierten Anstiegs der intrazellulären Calciumkonzentration in 
den Endothelzellen um ca. 85%. 
In Abbildung 31D sind die typischen Verläufe der Fluoreszenzintensität von Einzelzellen 
abgebildet. Sowohl mit Herbimycin A als auch mit PP2 waren noch kleine, vereinzelte 
Erhöhungen der Calciumkonzentration nach Stimulation mit den CD154+ Myelomzellen 
erkennbar. Diese Ergebnisse legen nahe, dass Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen der Src-





 Calcium Imaging mit den Phosphotyrosinkinase-Inhibitoren Herbimycin A und PP2 Abb. 31: 
Die mit Fluo-4-AM (1 µM, 45 min) beladenen HUVEC wurden mit den Phosphotyrosinkinaseinhibi-
toren Herbimycin A (HerbA, 1 µM, 30 min) und PP2 (10 µM, 20 min) vorinkubiert und nacheinander 
mit den CD154+ Myelomzellen (200.000 Zellen in 100 µl) und Histamin (1 µM) unter statischen 
Bedingungen stimuliert. Änderungen der Fluoreszenzintensität wurden fortlaufend registriert (D) 
und für die einzelnen Zellen mit Hilfe des Bilderstapels nach dem Anteil positiver Zellen (A) und 
deren relativen Änderung der Fluoreszenzintensität (B) ausgewertet. (C) Zusätzlich wurde durch 
Integration die Änderung der Fluoreszenzintensität aller Zellen im Gesichtsfeld (schwarze Balken) 
bestimmt und dem Produkt aus dem Anteil positiver Zellen und der Änderung der Fluoreszenzin-
tensität der Einzelzellen (graue Balken) gegenübergestellt (n=8-13, **p<0,01, ***p<0,001). 
Um zu untermauern, dass die Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen der Src-Familie für die 
CD154-Stimulation der PLCγ1-Aktivität verantwortlich ist, wurde die Aktivierung der 
PLCγ1 nach Herbimycin A-Vorbehandlung der HUVEC überprüft. Wie in Abbildung 32 
gezeigt, verhinderte der Src-Kinase-Inhibitor die CD154-stimulierte Aktivierung der 
PLCγ1 vollständig. Auch der lösliche CD40-Ligand führte netto zu einer ähnlichen Akti-
vierung der PLCγ1 wie die CD154+ Myelomzellen im Vergleich zu den Kontroll-
Myelomzellen. Dies unterstreicht die Spezifität des downstream signalings vom CD40-
Rezeptor zur PLCγ1. Gleichzeitig belegen diese Ergebnisse, dass die CD154-induzierte 




 Hemmung der PLCγ1-Aktivierung Abb. 32: 
durch Herbimycin A 
Die kultivierten HUVEC wurden mit und ohne 
Vorbehandlung mit Herbimycin A (1 µM, 
30 min) mit Kontrollmedium, sCD154 
(1000 ng/ml), CD154+ Myelomzellen oder 
Kontroll-Myelomzellen (je 106 Zellen/ml) sti-
muliert. Die Gesamtproteinlysate wurden 
mittels Western Blot getrennt für PLCγ1 und 
p-PLCγ1 (Tyr783) gefärbt (Exemplarische 
Western Blots). Vier individuelle Experimente 
mit unterschiedlichen Endothelzellpräparatio-
nen wurden statistisch zusammengefasst 
(n=4, *p<0,05 i Vgl. zur nicht-stimulierten 
Kontrolle, #p<0,05 i. Vgl. zu den Kontroll-
Myelomzellen, ††p<0,01 gegen CD154+ 
Myelomzellen ohne Herbimycin A). 
5.4.7 Bedeutung eines Calciumeinstroms 
Kationenkanäle in der Plasmamembran wie transient receptor potential (TRP) Kanäle vom 
Typ C3, 6 oder 7 können z.B. über DAG direkt aktiviert werden und so einen Calcium-
einstrom ermöglichen. Es gibt aber auch die Möglichkeit eines Calciumeinstroms durch 
sogenannte store-operated calcium channels (SOCE). Dabei aktiviert die intrazelluläre 
Calciumfreisetzung einen Calciumeinstrom über die Plasmamembran. Um die Beteiligung 
von Ionenkanälen an der CD154-induzierten Calciumfreisetzung zu überprüfen, wurden 
zuerst Fluoreszenzmessungen in calciumfreier Lösung durchgeführt. Leider erwies sich 
dieser Ansatz als nicht durchführbar, weil sich die HUVEC während der Messung ablösten 
und apoptotisch wurden. Aus diesem Grund wurden die pharmakologische Inhibitoren 
Gadoliniumionen (Gd3+), Flufenaminsäure (FFA) und SKF #96365 (SKF) verwendet, um 
unspezifisch Kationenkanäle zu blockieren. 
Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Abbildung 33 zusammengefasst. Während FFA 
durchgängig die CD154-stimulierte Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration 
signifikant um etwa 53% reduzierte, waren die Effekte von Gadolinium und SKF deutlich 
schwächer ausgeprägt. Keiner der drei getesteten Ionenkanalinhibitoren hatte eine signifi-
kante Wirkung auf den Histamin-induzierten intrazellulären Calciumanstieg (Abb. 33D). 
Insofern sind die Ergebnisse uneindeutig und schließen ein Mitwirken eines Einstroms von 






 Effekt verschiedener Kationenkanal-Inhibitoren auf die CD154-induzierte Erhöhung Abb. 33: 
der intrazellulären Calciumkonzentration 
Die mit Fluo-4-AM (1 µM, 45 min) beladenen HUVEC wurden mit den Ionenkanal-Inhibitoren Gado-
linium (Gd3+) (50 µM, 10 min), Flufenaminsäure (FFA, 100 µM, 20 min) und SKF #96365 (SKF, 
30 µM, 20 min) vorinkubiert und nacheinander mit CD154+ Myelomzellen (200.000 Zellen in 100 µl) 
und Histamin (1 µM) unter statischen Bedingungen stimuliert. Änderungen der Fluoreszenzintensi-
tät wurden fortaufend registriert (D) und für die einzelnen Zellen mit Hilfe des Bilderstapels nach 
dem Anteil positiver Zellen (A) und deren relativen Änderung der Fluoreszenzintensitäten (B) aus-
gewertet. (C)Zusätzlich wurde durch Integration die Änderung der Fluoreszenzintensität aller Zellen 
im Gesichtsfeld (schwarze Balken) bestimmt und dem Produkt aus dem Anteil positiver Zellen und 
der Änderung der Fluoreszenzintensität der Einzelzellen (graue Balken) gegenübergestellt (n=8-
13, *p<0,05, **p<0,01). 
Wie oben erwähnt, können TRP-Kanäle vom Typ C3, 6 oder 7 auch direkt über DAG akti-
viert werden (Dietrich et al., 2005; Hofmann et al., 1999). Um eine mögliche Beteiligung 
dieser Kationenkanäle an der CD154-induzierten Erhöhung der intrazellulären Calcium-
konzentration zu verifizieren, wurden die kultivierten Endothelzellen zusätzlich mit OAG, 
einem DAG-Analogon, stimuliert und anschließend die vWF-Freisetzung ermittelt. Da 
OAG auch die Proteinkinase C (PKC) aktiviert, und ein PKC-abhängiger Effekt auf die 
vWF-Freisetzung ebenso ausgeschlossen werden sollte wie eine Hemmung der TRP-




Während OAG alleine einen signifikanten Anstieg der vWF-Freisetzung in den Zellüber-
stand, nicht aber auf die Zelloberfläche induzierte, konnte dieser durch PKC-Blockade 
weitgehend verhindert werden (Abb. 34). Der PKC-Inhibitor hatte allerdings keine Wir-
kung auf die CD154- oder Histamin-stimulierte vWF-Freisetzung in den Zellüberstand 
bzw. Deposition auf der Endothelzelloberfläche. Demnach unterstützt eine DAG-
abhängige Aktivierung der PKC grundsätzlich zwar die Freisetzung von vWF aus den En-
dothelzellen, sie scheint aber bei der durch CD154-stimulierten Freisetzung in den Zell-
überstand und insbesondere bei dessen Deposition auf der Zelloberfläche keine Rolle zu 




 Relative vWF-Freisetzung mit OAG und dem PKC-Inhibitor GF 109203X Abb. 34: 
Der vWF-Gehalt im konditionierten Medium (A) und auf der fixierten Zelloberfläche (B) von 
HUVEC, die mit CD154+ Myelomzellen (106 Zellen pro ml) und/oder OAG (100 µM) sowie Histamin 
(1 µM) für 60-15 min stimuliert worden waren, wurde mittels ELISA bestimmt und in Bezug zur 
nicht stimulierten Kontrolle gesetzt (graue Balken). Die schwarzen Balken zeigen die relative vWF-
Freisetzung bzw. Deposition von HUVEC, die mit dem PKC-Inhibitor GF 109203X (1 µM, 45 min) 
vorinkubiert worden waren (n=3, *p<0,05 i. Vgl. zur Kontrolle, #p=0,06). 
5.4.8 Wirkung von Angiopoietin-1 (Ang-1) 
TRPC-Kanäle können nicht nur am Calciumeinstrom in die Zelle beteiligt sein, sondern 
können auch die IP3-vermittelte Freisetzung von Calcium aus den intrazellulären Speichern 
verstärken. So gibt es Hinweise, dass Angiopoietin-1 (Ang-1) eine solche TRPC1 vermit-
telte, verstärkte Mobilisierung von intrazellulären Calcium verhindert (Jho et al., 2005). 
Um zu prüfen, ob dieser Mechanismus eine Rolle bei der CD154-induzierten Erhöhung der 
intrazellulären Calciumkonzentration spielt, wurden die kultivierten HUVEC zunächst mit 




Abbildung 35 zeigt die Ergebnisse der Messungen der vWF-Freisetzung in den Zellüber-
stand bzw. dessen Deposition auf der Zelloberfläche unter diesen Bedingungen. Demnach 
hat Ang-1 keinen Effekt weder auf die CD154-stimulierte vWF-Freisetzung in den Zell-
überstand noch auf die vWF-Deposition auf der Zelloberfläche. Insofern scheidet auch eine 




 Relative vWF-Freisetzung nach Vorbehandlung mit Angiopoietin-1 Abb. 35: 
Der vWF-Gehalt im konditionierten Medium (A) und auf der fixierten Zelloberfläche (B) von 
HUVEC, die mit CD154+ Myelomzellen (106 Zellen pro ml) oder Histamin (1 µM) stimuliert worden 
waren, wurde mittels ELISA bestimmt und in Bezug zur nicht stimulierten Kontrolle gesetzt (graue 
Balken). Die schwarzen Balken zeigen die relative vWF-Freisetzung aus HUVEC, die mit Ang-1 
(200-500 ng/ml, 12-16 h) vorinkubiert worden waren (n=4, *p<0,05 i. Vgl. zur Kontrolle). 
5.4.9 Elektrophysiologischer Ansatz 
In einem letzten Ansatz sollte die Frage, ob bei der CD154-induzierten Zunahme der intra-
zellulären Calciumkonzentration ein Einstrom von Calciumionen über membranständige 
Ionenkanäle beteiligt ist, mit elektrophysiologischen Methoden untersucht werden. In Zu-
sammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Prof. Draguhn des Instituts (C. Schwale und Dr. 
C. Bruehl) wurden die kultivierten Endothelzellen sowohl im voltage-clamp (Messung der 
Ionenströme) als auch im current-clamp Verfahren (Messung des Membranpotentials) un-
tersucht. Abbildung 36 zeigt eine whole-cell voltage-clamp Messung, bei der die Chloridi-
onen-Konzentration in der intra- und der extrazellulären Lösung gleich war, d.h. das 
Gleichgewichtspotential wurde somit auf 0 mV verschoben (ECl- = 0 mV). Bei der an-
schließenden Messung der Ionenströme wurde die Membranspannung auf -40 mV gehal-
ten. Unter diesen Bedingungen induzierten sCD154 und Histamin jeweils Einwärtsströme 
(Abb. 36), die per Definition durch einen Einstrom positiver Ladungen, wie Calciumionen, 




 Whole-cell voltage-clamp Exper-Abb. 36: 
iment 
Die HUVEC zeigten bei konstanter Span-
nung (Em = -40 mV) und einem Gleichge-
wichtspotential von Chloridionen von 0 mV 
(d.h. bei intra-und extrazellulär gleicher Chlo-
ridkonzentration) jeweils Einwärtströme un-
terschiedlicher Amplitude nach Applikation 
von sCD154 (~1000 ng/ml) und Histamin 
(~1 µM) (Exemplarisches Ergebnis von drei 
unabhängigen HUVEC-Präparationen). 
Um diese Einwärtsströme genauer zu untersuchen, wurden die HUVEC mit scharfen Mik-
roelektroden angestochen und im current-clamp Verfahren die Änderungen des Membran-
potentials nach Applikation von sCD154 bzw. Histamin aufgezeichnet. In beiden Fällen 
konnte hierbei regelmäßig eine Hyperpolarisation in unterschiedlichem Ausmaß und Dauer 
beobachtet werden (Abb. 37). Diese könnte durch einen Ausstrom positiver Ladungen wie 
Kaliumionen oder durch einen Einstrom negativer Ladungen wie Chloridionen erklärt 
werden, weil der Einwärtsstrom von Calciumionen entgegen des großen einwärtsgerichte-
ten Gradienten biophysikalisch nicht möglich wäre. Beide Messverfahren zusammenge-
nommen zeigen demnach, dass sCD154-Exposition in kultivierten HUVEC zu einem Ein-
strom von Chloridionen nicht aber von Calciumionen führt. 
 
 Current-clamp Experiment wäh-Abb. 37: 
rend der Applikation von sCD154 und His-
tamin. 
Die kultivierten HUVEC zeigen nach Applika-
tion von sCD154 (~1000 ng/ml) bzw. Hista-
min (~1 µM) bei konstantem Strom (I = 0) und 
ohne pharmakologische Inhibitoren jeweils 
eine Hyperpolarisation. (Exemplarisches 
Ergebnis von drei unabhängigen HUVEC-
Präparationen). 
Zusammenfassend deuten eigentlich alle diesbezüglich durchgeführten Experimente darauf 
hin, dass die Bindung von CD154 an den CD40-Rezeptor in kultivierten HUVEC eine Cal-
ciumfreisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum induziert, aber keinen Einstrom 





Die grundlegende Fragestellung dieser Arbeit beruht auf der möglichen Interaktion zwi-
schen dem endothelialen CD40-Rezeptor und seinem Liganden CD154. Aktivierte T-
Zellen und Thrombozyten präsentieren den Liganden als Transmembranprotein auf ihrer 
Oberfläche, der durch Proteolyse abgespalten und als kleinere, lösliche Form ins Plasma 
abgegeben wird. Für die durchzuführenden Experimente kommen Thrombozyten für die 
Stimulation des endothelialen CD40-Rezeptors leider nicht in Frage, weil aktivierte 
Thrombozyten ihre α-Granula sezernieren. Diese enthalten neben Gerinnungsfaktoren eine 
Vielzahl von Cytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren und unter anderem vWF. 
Diese Faktoren haben eine aktivierende Wirkung auf Endothelzellen. Es ist damit nicht 
möglich, ausschließlich die Interaktion des Thrombozyten CD40-Liganden mit dem CD40-
Rezeptor der Endothelzellen zu untersuchen. In dieser Arbeit wurde daher ein lösliches, 
trimeres, rekombinantes CD154-Protein sowie eine CD154-exprimierende Maus-
Myelomzelllinie als membrangebundene Form verwendet. 
6.1 Modellsysteme 
6.1.1 Aktivierung von CD40 mit CD154+ Myelomzellen und rekombinantem 
sCD154 
CD154 ist ein transmembranes Glycoprotein, kann aber auch in einer freigegebenen lösli-
chen Form (sCD154) vorliegen (Ludewig et al., 1996). Der lösliche Ligand kann im Blut 
nicht nur in monomerer Form sondern auch in multimerer Form, wie Dimer oder haupt-
sächlich Trimer vorliegen (Matsuura et al., 2001; Vakkalanka et al., 1999). Lösliches 
CD154 ist als trimerer Ligand immer noch in der Lage den CD40-Rezeptor zu binden und 
ist als biologisch aktiv anzusehen. Insofern kann auch das trimere, rekombinante Protein 
für die Stimulation des membranständigen CD40-Rezeptors eingesetzt werden. 
Henn et al. konnten mit den CD154+ Myelomzellen in Endothelzellen die Expression von 
E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1 induzieren, vergleichbar mit aktivierten Thrombozyten 
(Henn et al., 1998). In den in dieser Arbeit durchgeführten Experimenten konnte die Sti-
mulation von HUVEC mit den beiden CD154-Formen eine erhöhte E-Selektin Expression 
induzieren, gezeigt mit Hilfe der quantitativen PCR. Der membrangebundene CD40-
Ligand erhöhte dabei die E-Selektin mRNA Expression 25mal stärker als der lösliche Lig-
and und besaß damit ein wesentlich größeres Stimulationspotential. Dieser Effekt konnte 
auch von Lienenlüke (Lienenluke et al., 2000) nachgewiesen werden. Die CD154+ 
Myelomzellen konnten für die selektive Stimulation mit membrangebundenem CD40-
Liganden eingesetzt werden, da gleichfalls Kontroll-Myelomzellen zur Verfügung standen, 




6.1.2 HUVEC in ibidi µ-slides als in vitro-Zellkulturmodell für ein arterielles Blutge-
fäß 
Endothelzellen sind die einzigen Zellen in der Gefäßwand, die der durch das strömende 
Blut verursachten Schubspannung ausgesetzt sind. Um sie in vitro untersuchen zu können, 
ist die Isolierung und erfolgreiche Kultivierung Voraussetzung. Die Präparation von En-
dothelzellen aus der Nabelschnurvene ist seit 1973 durch Eric Jaffé etabliert (Jaffe et al., 
1973; Nachman and Jaffe, 2004). Nabelschnüre sind eine gute Quelle, sich teilender, nicht 
adulter Zellen, da sie leicht verfügbar und einfach zu handhaben sind. Außerdem enthalten 
sie die für die erfolgreiche Präparation notwendigen, unverzweigten Gefäße, insbesondere 
die Nabelschnurvene, mit einer ausreichenden Länge und Größe. Die primär kultivierten 
Endothelzellen zeigen noch viele der morphologischen, immunologischen und funktionel-
len Charakteristika von Endothelzellen (Jaffe et al., 1974; Jaffe and Mosher, 1978; Jaffe et 
al., 1973). Für ein Modell mit humanen Zellen gibt es generell nur wenige Quellen, die 
noch nicht durch äußere Faktoren wie Alter, Rauchen, Diabetes Mellitus, Bluthochdruck 
oder Ähnlichem beeinflusst wurden. Diese Faktoren sind dafür bekannt an der Entstehung 
der Arteriosklerose beteiligt zu sein. Bei embryonalen Zellen sind diese Umwelteinflüsse 
weitestgehend eingeschränkt bzw. reduziert und die Zellen sind daher im größtmöglichen 
Maße unvorbelastet. Die Nabelschnurvene, oder auch Vena umbilicalis, ist ein venöses 
Blutgefäß, das den Embryo mit dem Blutkreislauf der Mutter verbindet und sauerstoffrei-
ches Blut von der Plazenta zum Kind leitet. Durch periodische Uteruskontraktionen erhöht 
sich der Druck periodisch im Gefäß, vergleichbar mit arteriellen Gefäßen. Die Isolation 
von arteriellen Endothelzellen aus der Nabelschnurarterie erwies sich in Vorarbeiten we-
gen der geringen Zellausbeute als wenig praktikabel. Auf den Kauf bereits passagierter, 
arterieller Endothelzellen von entsprechenden Firmen wurde aufgrund der mit zunehmen-
der Passage bekannten Dedifferenzierungsproblematik verzichtet (Lang et al., 1999). 
Je nach Größe und Art des Gefäßes sind die Endothelzellen verschiedenen Flussbedingun-
gen ausgesetzt. Große arterielle Gefäße erfahren Schubspannungen von 15-70 dyn/cm². 
Die Endothelzellen in diesen Gefäßen weisen einen elongierten und in Flussrichtung aus-
gerichteten Phänotyp auf mit vermindertem oxidativem Stress, geringer LDL-
Akkumulation und minimaler Expression von inflammatorischen Proteinen oder Adhäsi-
onsmolekülen. Vor allem die laminare Schubspannung trägt in vivo zur Aufrechterhaltung 
der NO-Synthase-Expression und damit auch zur NO-Bildung bei. An Gefäßverzweigun-
gen nimmt die laminare Schubspannung ab und es liegen turbulente, oszillatorische Fluss-
bedingungen mit teilweiser Strömungsumkehr vor (Abb. 38). Infolgedessen sind die En-
dothelzellen nicht wie in geraden Gefäßabschnitten in Strömungsrichtung orientiert, wei-
sen eine erhöhte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies auf, akkumulieren LDL-Partikel 
und exprimieren verstärkt  proinflammatorische Adhäsionsmoleküle (Estrada et al., 
2011b). Unter diesen Bedingungen konnte bereits gezeigt werden, dass durch die erhöhte 
Expression von ICAM-1 und E-Selektin in humanen Nabelschnurvenen-Endothelzellen 




 Strömungsprofil an Gefäßver-Abb. 38: 
zweigungen 
An Bifurkationen wird der laminare Fluss 
im Blutsystem unterbrochen und ein Teil 
der Strömung wird auf die äußere Gefäß-
wand abgelenkt. An dieser Stelle wird die 
Gefäßwand gedehnt und das Blut strömt 
teilweise zurück; dadurch wird die Strö-
mungsgeschwindigkeit stark herabgesetzt 
und die laminare Schubspannung wird in 
eine oszillierende Schubspannung umge-
wandelt (modifiziert nach Karino et al., 
1987). 
Arteriosklerose bildet sich nicht willkürlich, sondern in Biegungen und Verzweigungen 
arterieller Gefäße, in denen die lokalen Flussbedingungen die oben erwähnten Kriterien 
erfüllen. Die genaue Rekonstruktion der arteriosklerotischen Bedingungen ist sehr kom-
plex (Estrada et al., 2011a), daher fokussieren sich in vitro-Modelle meist nur auf die 
Schubspannung. Zur Nachahmung oszillatorischer Flussbedingungen mit niedriger 
Schubspannung in vitro wurde in dieser Arbeit ein Flusskammermodell etabliert. Von den 
zur Auswahl stehenden Systemen (ibidi und Fluxion) war für die geplanten Experimente 
nur das ibidi-System geeignet. Das Kultivieren von humanen Endothelzellen war in ibidi 
µ-slides unter statischen Bedingungen nicht möglich, weil sich über den Zellen nur ein 
geringes Medienvolumen befand und die Diffusion für die Versorgung der Zellen mit 
Nährstoffen unzureichend war. Daher wurde in Zusammenarbeit mit der institutseigenen 
Feinmechanik-Werkstatt ein Kipptisch entwickelt, mit dem eine Kultivierung der En-
dothelzellen unter oszillatorischen Flussbedingungen von etwa 0-1 dyn/cm² möglich wur-
de, da das Medium durch den permanenten Lagewechsel über den Zellen hin und her be-
wegt wurde. 
6.2 Die CD154-induzierte Signalkaskade 
6.2.1 CD154 induziert eine vWF-Freisetzung aus humanen Endothelzellen 
In den späten 1990er Jahren festigte sich die Ansicht, dass Arteriosklerose eine chronische 
Entzündung der arteriellen Gefäßwand ist (Hansson and Libby, 2006; Lusis, 2000; Ross, 
1999). Dabei gibt es eindeutige Hinweise, dass die endotheliale CD40-CD154 Interaktion 
eine pro-inflammatorische Reaktion im Gefäß hervorruft und dadurch eine wichtige Rolle 
in der Entwicklung von arteriosklerotischen Läsionen spielt (Mach et al., 1998). Eine Viel-
zahl von Interventionsstudien hat den pro-arteriosklerotischen Effekt der CD40-CD154 
Interaktion aufgedeckt. CD154-blockierende Antikörper oder CD40-knockout führen zu 
einer verminderten Bildung arteriosklerotischer Läsionen in der Maus (Lutgens et al., 




reichen und damit eher stabilen Plaque (Lutgens et al., 2000; Schönbeck et al., 2000a; 
Schönbeck et al., 2000b). Sowohl CD40 als auch CD154 werden in allen Zelltypen arterio-
sklerotischer Läsionen exprimiert (Schönbeck and Libby, 2001b). Allerdings sind die Zell-
Zell-spezifischen CD40-CD154 Interaktionen und die damit verbundenen Zell-
spezifischen Signalwege noch immer unzureichend verstanden. 
Arterielle Endothelzellen exprimieren unter physiologischen Bedingungen kaum CD40. 
Korff, et al. (2007) konnten in LDLR-/- Mäusen zeigen, dass Endothelzellen CD40 expri-
mieren, wenn sie keiner laminaren Schubspannung aber einer zyklischen Dehnung ausge-
setzt sind, beispielsweise im Aortenbogen und seinen Gefäßabgängen, einer bevorzugten 
Stelle für die Bildung arteriosklerotischer Plaques. Möglicherweise spielt hier die deutlich 
herabgesetzte Bildung von Peroxynitrit, dem Reaktionprodukt von NO und Superoxi-
danionen, eine wichtige Rolle. Peroxynitrit kann CD40 am Tyrosin 82 nitrieren und 
dadurch von der nachgeschalteten Signaltransduktion entkoppeln und einem Abbau durch 
das Proteasom zuführen (Wagner et al., 2011). 
Aktivierte T-Zellen und Thrombozyten sind die Hauptquelle für CD154 und sCD154 im 
Blutkreislauf. Verschiedene Studien geben Einsicht in die inflammatorische Funktion von 
aktivierten Thrombozyten im Prozess der Arteriosklerose (Gawaz et al., 2005; May et al., 
2008). Huo et al. zeigten, dass zirkulierende, aktivierte Thrombozyten die Monozytenrek-
rutierung in arteriosklerotischen Arterien fördern und damit die Arteriosklerose beschleu-
nigen (Huo et al., 2003). Henn et al. bewiesen, dass Thrombozyten durch CD40-CD154 
Wechselwirkung verschiedene inflammatorische Reaktionen in Endothelzellen hervorrufen 
können, wie die Expression von Adhäsionsmolekülen und die Produktion von Chemokinen 
und Matrixmetalloproteinasen (MMPs) (Henn et al., 1998). 
In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass CD154, als membrangebundener 
oder löslicher CD40-Ligand, die Sekretion von vWF aus WPBs in humanen kultivierten 
Endothelzellen induziert. Die luminale vWF-Freisetzung konnte in Immunfluoreszenzfär-
bungen und mit Hilfe eines spezifischen ELISA für Überstand und Zelloberfläche gezeigt 
werden. Bereits 1989 wurde festgestellt, dass die durch Stimulation regulierte vWF-
Freisetzung in HUVEC im hohen Maße polarisiert sein kann. Beispielsweise induzierte 
PMA eine verstärkte basolaterale vWF-Freisetzung (Sporn et al., 1989).  
6.2.2 vWF wird durch eine Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration 
freigesetzt 
Es ist bekannt, dass diese regulierte vWF-Sekretion über zwei klassische Signalwege initi-
iert werden kann (Romani de Wit et al., 2003; Rondaij et al., 2006; Vischer et al., 2000). 
Histamin oder Thrombin erhöhen die intrazelluläre Calciumkonzentration. Epinephrin oder 
Forskolin führen zu einem Anstieg des intrazellulären cAMP-Spiegels. In den hier durch-
geführten Experimenten konnte die CD154-vermittelte vWF-Freisetzung durch den Calci-




H89 beeinflusste die CD154-vermittelte vWF-Freisetzung dagegen nicht. Demnach indu-
ziert die Aktivierung des CD40-Rezeptors in den Endothelzellen einen Anstieg der intra-
zellulären Calciumkonzentration. Dieser Effektkonnte sowohl durch den löslichen als auch 
durch den membrangebundenen Liganden ausgelöst werden. Die CD154-stimulierte Erhö-
hung der intrazellulären Calciumkonzentration war im Vergleich zur Histamin-induzierten 
Reaktion zeitlich verzögert, nur etwa halb so stark, aber relativ lange anhaltend. Im Ver-
gleich reagierten nur etwa 20% der Endothelzellen auf den löslichen Liganden während der 
membrangebundene Ligand eine schnell oszillierende Reaktion hervorrief, die bei einer 
80%ig flächendeckenden Interaktion etwa 60% der Endothelzellen aktivierte. Der Unter-
schied in der Effektivität beider Liganden zeigte sich bereits bei der E-Selektin-
Expressionssteigerung.  
6.2.3 Die PLCγ1 generiert IP3 
Zusätzlich zeigten Ijzendoorn et al. 1996, dass unstimulierte Thrombozyten vermutlich 
durch mechanische Interaktion mit humanen Endothelzellen Erhöhungen in deren intrazel-
lulärer Calciumkonzentration hervorrufen (van IJzendoorn et al., 1996). Die transienten 
Erhöhungen der intrazellulären Calciumkonzentration traten nur bei 2-20% der Zellen auf, 
obwohl die meisten Zellen auf Thrombin reagierten, und konnten durch Vorinkubation mit 
dem PLC Inhibitor U73122 blockiert werden. 2003 wurde von Yan et al. gezeigt, dass der 
CD40-Ligand einen Anstieg von DAG und IP3 in humanen Endothelzellen bewirkt (Yan et 
al., 2003). Der DAG-Erhöhung folgte eine vermehrte Aktivität der Proteinkinase C und 
parallel zum IP3-Anstieg konnte eine Calciumerhöhung nachgewiesen werden. IP3 und 
DAG sind sekundäre Botenstoffe, die klassischerweise durch Phospholipasen vom Typ C 
(PLC) generiert werden. Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente mit pharmako-
logischen Inhibitoren für die SERCA und die PLC belegen, dass sowohl der CD154-
induzierte Calciumanstieg, als auch die CD154-induzierte vWF-Freisetzung in den En-
dothelzellen von der Aktivität einer PLC und dem endoplasmatischen Retikulum als Calci-
umspeicher abhängen.  
Da CD40 kein G-Protein-gekoppelter Rezeptor ist, dessen Stimulation typischerweise zu 
einer Aktivierung der PLCβ führt, müssen die vorgenannten Effekte über eine Aktivierung 
der PLCγ vermittelt sein. Die humanen kultivierten Endothelzellen exprimierten beide 
PLCγ-Isoformen. Allerdings ließ sich nach CD40-Stimulation nur eine Aktvierung der 
PLCγ1, erkennbar an deren erhöhter Phosphorylierung am Tyrosin 783, nachweisen. Die 
Phosphorylierung bestimmter Tyrosinreste der PLCγ1 (Tyr775 oder Tyr783) blockiert die 
Autoinhibition des Enzyms, wodurch dieses dysinhibiert wird (Gresset et al., 2010) und IP3 




6.2.4 Calciumoszillationen aus dem endoplasmatischen Retikulum 
Sowohl durch die Aktivierung des IP3-Rezeptors im endoplasmatischen Retikulum als 
auch die Aktivierung DAG-sensitiver Ionenkanäle können zu einer Erhöhung der intrazel-
lulären Calciumkonzentration beitragen. Mikoshiba beschrieb 2007, dass der IP3-Rezeptor 
(IP3R1) als Kanal Calcium oszillatorisch freisetzen kann (Mikoshiba, 2007). Schon 1991 
beschrieb R. Jacob Calciumoszillationen in Endothelzellen (Jacob, 1991). Er vermutete, 
dass für die Oszillationen repetitive Calciumspikes, sinusoidale Oszillationen oder Calci-
um-induzierte Calciumfreisetzungen verantwortlich sein. Morgan und Jacob zeigten 1998, 
dass Histamin zytosolische Calciumoszillationen in humanen Nabelschnurendothelzellen 
hervorrufen kann, und dass die SERCA eine starke und dynamische Rolle in der Regulati-
on dieser Calciumoszillationen einnimmt. So moduliert die SERCA die Phasen der Calci-
umfreisetzung unterschiedlich stark in Abhängigkeit von der Intensität des Stimulus 
(Morgan and Jacob, 1998). 
Den IP3R1 konnten Bauer et al. mit 2-APB als Inhibitor klassifizieren (Bauer et al., 2011). 
Tumelty et al. konnten Calciumoszillationen in Myozyten mit Hilfe des PLC-Inhibitors 
U73122 und mit den IP3R-Blockern 2-APB und Xestospongin C verhindern (Tumelty et 
al., 2011). In den hier durchgeführten Experimenten konnten 2-APB und Xestospongin C 
in unterschiedlicher Weise den CD154-induzierten intrazellulären Calciumanstieg vermin-
dern, während 2-APB diesen fast komplett inhibierte, konnte mit Xeestospongin C nur eine 
partiale Hemmung erreicht werden. Xestospongin C ist ein zellpermeabler Inhibitor der 
IP3-vermittelten Calciumfreisetzung, aber kein direkter IP3R-Antagonist wie 2-APB. Den-
noch sprechen diese Befunde dafür, dass die Stimulation von CD40 in den Endothlezellen 
über eine Aktivierung der Phospholipase Cγ1 und die nachgeschaltete IP3-vermittelte Cal-
ciumfreisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum zur Erhöhung der intrazellulären 
Calciumkonzentration und zur Exozytose der WPBs führte. 
6.2.5 PLCγ1-Aktivierung durch Proteinkinasen der Src-Familie 
Die PLCγ1 kann entweder direkt durch einem Rezeptor mit intrinsischer Kinaseaktivität 
oder indirekt durch an einen Rezeptor-assoziierte Tyrosinkinasen aktiviert werden. Dem 
CD40-Rezeptor fehlt diese intrinsische Kinaseaktivität (Graf et al., 1992). Ren et al. zeig-
ten bereits 1994, dass CD40-Ligation in der Daudi B-Zelllinie die Phosphorylierung der 
Src-Kinase lyn, der PLCγ2 und der Phosphatidylinositol-3-Kinase hervorruft (Ren et al., 
1994). Von Ying et al. wurde 2011 bestätigt, dass Tyrosinkinasen der Src-Familie (Syk) 
zusammen mit der Phospholipase Cγ2 in den CD40-Signalweg in B-Zellen involviert sind, 
(Ying et al., 2011).  
Die Besonderheit der Phospholipase Cγ im Vergleich zu den übrigen Phospholipasen C 
besteht darin, dass diese eine geteilte Pleckstrin-Homologiedomäne besitzen, die wiederum 




lierung von PLCγ durch Kinasen der Src-Familie in vitro konnte 1993 von Liao et al. ge-
zeigt werden (Liao et al., 1993). Phillipe et al. konnten 2009 zeigen, dass Kinasen der Src-
Familie (Lck und c-Src) eine wichtige Rolle bei der Tyrosinphosphorylierung der PLCγ1 
im Uterus der Ratte spielen (Phillippe et al., 2009). Auch Neron et al. konnten zeigen, dass 
eine verstärkte Expression von Src mit der Stimulation durch CD154 von B Zellen und 
deren Proliferation zusammenhängt (Neron et al., 2006). Die vorgenannten Publikationen 
zeigen demnach alle eine Verbindung zwischen der Stimulation des CD40-Rezeptors, Ty-
rosinkinasen der Src-Familie und der Aktivierung der PLCγ auf. In der vorliegenden Arbeit 
konnte durch die spezifische Hemmung dieser Src-Kinasen der CD154-induzierte intrazel-
luläre Calciumanstieg in den Endothelzellen ebenso wie die Aktivierung der PLCγ1 de 
facto inhibiert werden. 
6.2.6 Die Beteiligung von Ionenkanälen 
2003 wurde von Yan et al. beschrieben, dass die CD154-induzierte Veränderung der intra-
zellulären Calciumkonzentration in humanen Endothelzellen biphasisch ist (Yan et al., 
2003). So wurde in ihren Versuchen der initial kurze CD154-vermittelte intrazelluläre Cal-
ciumanstieg durch Mobilisation von Calcium aus IP3-sensitiven Calciumspeichern und die 
nachfolgende, länger anhaltende Calciumerhöhung durch einen Calciumeinstrom verur-
sacht. Dieser Einstrom sollte durch L-Typ Calciumkanäle vermittelt sein (Linn, 2000), die 
in humanen Endothelzellen allerdings nicht exprimiert werden (Mak and Weglicki, 1994; 
Matsui et al., 2007). In diesen Zellen wurden aber bereits zwei alternative Möglichkeiten 
für einen Calciumeinstrom über die Plasmamembran beschrieben. So konnten Jousset et al. 
zeigen, dass durch einen Agonisten ein Rezeptor-aktivierter Calciumeinstrom (receptor-
activated calcium entry, RACE) verursacht werden kann, der unabhängig von der Calci-
umfreisetzung aus intrazellulären Speichern ist (Jousset et al., 2008). Cioffi und Stevens 
untersuchten den Calciumeinstrom in Endothelzellen, der durch die Calciumfreisetzung 
aus den intrazellulären Calciumspeichern, wie dem endoplasmatischen Retikulum, aktiviert 
wird (store-operated calcium entry, SOCE) (Cioffi and Stevens, 2006). In diesem Fall wa-
ren TRP-Kanäle vom Typ C1 und C4 Teil eines Calcium-selektiven Kanalkomplexes, der 
in Folge der IP3-vermittelten Freisetzung von Calcium aus dem intrazellulären Speicher 
aktiviert wurde. 
Um die Bedeutung dieser Ionenkanäle bzw. eines Einstroms von Calcium in die Endothel-
zelle auf den CD154-induzierten Calciumanstieg bzw. die Calcium-abhängige Exocytose 
der WPBs zu untersuchen, wurden mehrere Ansätze verfolgt. Zuerst wurden verschiedene 
pharmakologische Inhibitoren für nicht-selektive Kationenkanäle verwendet (Palasz and 
Czekaj, 2000; Pena and Ordaz, 2008): 
- Gadolinium oder auch andere Ionen aus der Gruppe der Lanthanoide haben in etwa 
denselben Ionenradius wie Calciumionen. Über eine kompetitive Hemmung blockiert 




- Flufenaminsäure ist eine nicht-steroidale, anti-inflammatorische Verbindung, die zwar 
viele Ionenkanaltypen inhibiert, aber auch viele nicht-spezifische Effekte hat. So akti-
viert FFA z.B. TRP-Kanäle von Typ C6. 
- 2-APB ist ein membranpermeables Bor-Derivat, das ursprünglich als IP3R-Blocker 
verwendet wurde (IC50 42 µM), aber auch als Modulator für verschiedene TRP-Kanäle 
angesehen wird, die teilweise blockiert (TRPC1/3/5/6 etc.) oder auch aktiviert 
(TRPV1/2/3) werden. 
- SKF #96365 ist ein Imidazol-Derivat und blockiert neben TRP- auch Kaliumkanäle. 
In den hier durchgeführten Experimenten hatten die verschiedenen unspezifischen Katio-
nenkanalblocker einen eher heterogenen Einfluss auf den CD154-induzierte Anstieg der 
intrazellulären Calciumkonzentration in den Endothelzellen. Gadolinium verminderte zwar 
die Stärke des Calciumsignals, nicht aber den Anteil der Zellen, die auf den CD40-
Liganden reagierten. Auch die Calciumoszillationen blieben weitgehend erhalten. Flufen-
aminsäure dagegen verminderte die Erhöhung des intrazellulären Calciumspiegels signifi-
kant und brachte auch die Oszillationen weitgehend zum Erliegen. SKF #96365 war prak-
tisch wirkungslos. Die Wirkung von 2-APB, welche das CD154-induzierte Calciumsignal 
faktisch auslöschte, ist fachlich umstritten. So behaupten Lievremont et al., dass 2-APB 
kein IP3R-Blocker ist, sondern dass es die Aktivierung von TRPC3/6/7 durch G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren bzw. OAG teilweise inhibiert und dass es den store-operated Cal-
ciumeinstrom (SOCE) inhibiert (Lievremont et al., 2005). Da insofern nicht ausgeschlos-
sen werden kann, dass 2-APB den IP3-Rezeptor direkt beeinflusst, können die Ergebnisse 
mit 2-APB nicht als Nachweis für einen CD154-induzierten Calciumeinstrom in die En-
dothelzellen herangezogen werden. Insofern blieb zunächst unklar, ob Ionenkanäle in der 
Plasmamembran an der CD154-induzierten Signalkaskade beteiligt sind. 
Daraufhin wurde ein neuer Ansatz gewählt. Jho et al. belegten 2005, dass der store-
operated calcium entry-Komplex aus TRPC1 und IP3R durch Angiopoietin-1 blockiert 
werden kann (Jho et al., 2005). Dabei wurde der Calciumeinstrom in die Zelle unabhängig 
von der Calciumfreisetzung aus den intrazellulären Speichern inhibiert. In den hier durch-
geführten Experimenten hatte die Vorinkubation mit Angiopoietin-1 keinerlei Einfluss auf 
die Calcium-abhängige CD154-induzierte vWF-Freisetzung. Auch die Verwendung des 
TRPC3-spezifischen Kanalblockers Pyr3 hatte keinen Einfluss auf die CD154-induzierte 
vWF-Freisetzung. Insofern sprechen auch diese Daten gegen die Beteilingung eines Calci-
umeinstroms in die Endothelzellen bei der CD154-induzierten Stimulation der vWF-
Freisetzung. 
Nicht-selektive Kationenkanäle wie TRPC3, 6 und 7 können durch DAG auch unabhängig 
von einer Calciumspeicher-Entleerung und unabhängig von einer Aktivierung der PKC 
aktiviert werden (Hofmann et al., 1999). Um also in einem weiteren Schritt die Beteiligung 
dieser Ionenkanäle an der CD154-induzierten Signalkaskade abzuklären, wurden Experi-




Inhibitors durchgeführt, da die PKC diese TRPC-Kanäle durch Phosphorylierung inhibie-
ren kann. So stimulierte OAG selbst zwar die vWF-Freisetzung bzw. verstärkte die 
CD154-stimulierte vWF-Freisetzung in den Zellüberstand – beide Effekte waren in Ge-
genwart des PKC-Inhibitors aufgehoben – die Hemmung der PKC hatte aber keinen Effekt 
weder auf die CD154-stimulierte vWF-Freisetzung in den Zellüberstand noch auf die 
vWF-Deposition auf der Zelloberfläche. Insofern kann eine Beteiligung dieser Ionenkanäle 
weitgehend ausgeschlossen werden. 
Trotzdem sollte in einem letzten Ansatz diese Frage mit Hilfe elektrophysiologischer Me-
thoden nocheinmal aufgegriffen werden. In Zusammenarbeit mit der Abteilung Neuro- und 
Sinnesphysiologie des Instituts wurden sowohl voltage-clamp wie auch current-clamp-
Experimente mit den kultivierten Endothelzellen durchgeführt. Die dabei erzielten Ergeb-
nisse schließen einen CD154-induzierten Calciumioneneinstrom in die Endothelzellen de-
finitiv aus. Stattdessen wurde ein Einstrom von Chloridionen gemessen. Bereits 1994 be-
schrieben Gericke et al. einen Zusammenhang zwischen Chlorid- und Calciumströmen 
(Gericke et al., 1994), indem ein Einstrom von Chloridionen die treibende Kraft für eine 
Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration erhöht. 
Die durch CD154-induzierten, in dieser Arbeit beschriebenen Calciumoszillationen werden 
daher wahrscheinlich durch periodische Freisetzungen von Calciumionen aus intrazellulä-
ren Calciumspeichern erzeugt (Nilius and Droogmans, 2001). Dazu zählen vor allem die 
IP3-sensitiven Speicher wie das endoplasmatische Retikulum, die über den IP3-Rezeptor 
Calciumionen in das Zytoplasma freisetzen. Möglicherweise könnte der IP3R an TRP-
Kanäle gekoppelt sein, weil der N-Terminus des IP3R und der C-Terminus von TRP-
Kanälen als verbindende Domäne identifiziert wurde (Nilius and Droogmans, 2001). Dar-
über hinaus kommen TRPC-Kanäle auch in intrazellulären Kompartimenten wie dem en-
doplasmatischen Retikulum vor. So hatten unspezifische, zellpermeable Inhibitoren von 
Kationenkanälen wie Flufenaminsäure einen inhibierenden Einfluss auf die CD154-
induzierten Calciumoszillationen, was für eine Beteiligung intrazellulärer Ionenkanäle 
spricht. Diese müssen nicht zwangsläufig im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert sein, 
sondern können auch in Lysosomen lokalisiert sein, wie z.B. der durch Nikotinsäureadeno-
sindinukleotidphosphat (NAADP) aktivierbare TPC-Kanal (TPC2, two pore channel 2) 
(Brailoiu et al., 2010a; Brailoiu et al., 2010b; Galione, 2011; Galione et al., 2010). Zusätz-
lich wurde schon beschrieben, dass die Calciumfreisetzung aus den Calcium-Speichern wie 
dem endoplasmatischen Retikulum und den Lysosomen interagieren können und sich ge-
genseitig triggern oder verstärken können (Galione, 2011). Daher wäre es möglich, dass 
die lysosomalen Calciumspeicher eine kleine aber verstärkende Rolle in der CD154-
induzierten Signalkaskade spielen. Diese Vermutung wird durch den Befund gestützt, dass 
der Inhibitor für die lysosomalen Calciumspeicher Bafilomycin A einen partiell hemmen-




6.3 Die CD154-induzierte vWF-Freisetzung 
Sowohl unter statischen als auch unter Flussbedingungen führte die Stimulation des CD40-
Rezeptors auf Endothelzellen zu einer luminalen Freisetzung von vWF aus den WPBs, und 
zwar abgesehen von den unterschieden in der Wirkungsstärke sowohl mit dem löslichen 
CD40-Liganden als auch mit dem membrangebundenen. Schneider et al. haben in zell-
freien Systemen festgestellt, dass sich die kompakte Konformation des vWF erst bei einer 
Scherrate über 5000 s-1 entfaltet und damit Bindungsstellen exponiert werden, die auf einer 
artifiziellen Kollagenschicht anhaften können (Schneider et al., 2007). Diese Formände-
rung war reversibel und der elongierte vWF ging ohne Fluss in die kompakte Konformati-
on zurück. Bei den hier mit kultivierten Zellen durchgeführten Experimenten reichte be-
reits die geringe Schubspannung von 0,3-0,5 dyn/cm² (Scherrate ~30-50 s-1) aus, um den 
freigesetzten vWF zu elongieren und als Faden auf der Endothelzelloberfläche zu binden. 
Auch bei Huang et al. reichten relativ niedrige Schubspannungen (2,5-20 dyn/cm²) aus, um 
vWF-Fäden auf der Oberfläche von humanen Endothelzellen zu binden (Huang et al., 
2009). Dabei vermittelte das Integrin αvβ3 die Bindung der vWF-Fäden auf der Zellober-
fläche. Bis dahin war es nicht sicher, ob P-Selektin oder αvβ3 diese Funktion vermittelt 
(Chauhan et al., 2007; Padilla et al., 2004). Durch die Integrin-Bindung von vWF reichen 
wahrscheinlich schon niedrigste Schubspannungen für die Bildung der ultralangen vWF-
Fäden auf der Endothelzelloberfläche aus. Untersuchungen an isoliert-perfundierten Blut-
gefäßen der Maus weisen daraufhin, dass diese Fadenbildung mit Steigen der Schubspan-
nung noch zunehmen kann (vgl. Doktorarbeit von Oliver Adolph). 
Sowohl CD154 als auch Histamin setzen vWF über einen Calcium-abhängigen Signalweg 
frei. Trotzdem zeigten sich in dieser Arbeit mit beiden Stimuli distinkte Unterschiede bei 
der Art der vWF-Freisetzung. Durch Histamin wurde der Großteil der WPBs bzw. deren 
Inhalt in den Zellüberstand freigesetzt und es bildeten sich wenige, dafür aber lange vWF-
Fäden auf der Endothelzelloberfläche. Die Stimulation mit CD154 führte dagegen zu einer 
Freisetzung des Inhalts von weniger als 50% der WPBs im Vergleich zu Histamin. Aller-
dings blieb unter statischen Bedingungen der Großteil des freigesetzten vWFs auf der 
Oberfläche der Endothelzellen haften. Unter Bedingungen einer sehr niedrigen oszillieren-
den Schubspannung bildete sich eine Vielzahl kurzer vWF-Fäden auf der Endothelzel-
loberfläche. Von Romani de Wit et al. wurde gezeigt, dass ein starker intrazellulärer Calci-
umanstieg, z.B. hervorgerufen durch Thrombin oder Histamin, zu einer Zellkontraktion 
führt und die gesamte Population der WPBs in der Endothelzelle mobilisiert wird (Romani 
de Wit et al., 2003). Durch eine Erhöhung der intrazellulären cAMP-Konzentration wurde 
ein WPB-Clustering induziert und mit Hilfe der Mikrotubuli nur ein kleiner Teil der WPBs 
freigesetzt. Die durch CD154-induzierte vWF-Freisetzung geschieht allerdings unabhängig 
von cAMP und unterscheidet sich von den von Romani de Wit vorgestellten Freisetzungs-
arten. Ebenso unterschied sich die in dieser Arbeit beobachtete Änderung der intrazellulä-




dothelzellen zeitlich verzögert, länger persistent und mit einer kleineren Amplitude im 
Vergleich zu Histamin. Mit den CD154+ Myelomzellen zeigten sich dagegen schnelle Cal-
ciumoszillationen. Die Art und Weise der Änderung der intrazellulären Calciumkonzentra-
tion scheint daher einen Einfluss auf die Art und das Ausmaß der vWF-Freisetzung aus den 
Endothelzellen zu haben.  
Die CD40-vermittelte Freisetzung von vWF stimuliert Endothelzellen nicht langfristig 
dazu eine klebrige Oberfläche zu besitzen, so wie die Expression von Adhäsionsmolekü-
len, aber die Exozytose der vWF-Multimere aus den WPBs schafft akut eine hohe Adhäsi-
vität, die außerdem sehr lokal wirkt. Damit kann man von einem autokrinen Effekt spre-
chen, denn die vWF-Freisetzung aus den intakten Endothelzellen ermöglicht erst ihre In-
teraktion mit den Thrombozyten. Damit schließt sich ein sich-selbst-verstärkender Regel-
kreis, indem die Thrombozyten-CD154 Endothelzellen-CD40-Wechselwirkung die Inter-
aktion zwischen diesen Zellen initiiert, die sich gegenseitig aktivieren, Entzündungsmedia-
toren ausschütten und weitere Entzündungszellen wie Monozyten rekrutieren. Dieser Me-
chanismus könnte damit die frühe, initiale Phase der Atherogenese beschreiben. 
6.4 Die Rolle von CD154 und Thrombozyten für die Atherogenese 
Die Entstehung und die Entwicklung der Arteriosklerose hängt u.a. von der Aktivität der 
CD40-CD154-Ko-Stimulation und von Thrombozyten ab. So konnte in verschiedenen tier-
experimentellen Modellen gezeigt werden, dass Thrombozyten eine entscheidende Rolle in 
der Atherogenese spielen. Diese verringerte sich deutlich im Arteriosklerosemodell der 
ApoE-/- Maus nach Depletion der Thrombozyten bzw. Hemmung ihrer Aggregation durch 
Infusion von Antikörpern gegen GPIb bzw. GPIIb/IIIa. Andererseits kann die Plaquebil-
dung durch die Infusion von aktivierten Thrombozyten signifikant verstärkt werden (Huo 
et al., 2003; Massberg et al., 2002). 
Die Idee, dass Endothelzellen pathologische pro-inflammatorische Funktionen besitzen, 
wurde ursprünglich durch Ross entwickelt (Ross, 1999). Entzündungsreaktionen können 
die pro-koagulatorischen und anti-koagulatorischen Eigenschaften der Endothelzellen we-
sentlich beeinflussen. Tull und Kollegen konnten 2006 zeigen, dass Endothelzellen, die mit 
glatten Muskelzellen kokultiviert werden, eine Matrix aus vWF auf ihrer Oberfläche prä-
sentieren, und dass diese Matrix auch unter Flussbedingungen in der Lage ist Thrombozy-
ten zu binden und auf der Endotheloberfläche zu aktivieren (Tull et al., 2006). Diese Bin-
dung von Thrombozyten auf der Oberfläche der Endothelzellen wurde 2011 von Kuckle-
burg als „Endothelial cell-borne platelet bridges“ bezeichnet. Die von Endothelzellen über 
vWF gebundenen und aktivierten Thrombozyten exprimieren P-Selektin und verstärken 
die Leukozytenrekrutierung aus dem Blut an die Gefäßwand. Zusätzlich sezernieren die 
Thrombozyten CXCL4 und verstärken die Freisetzung anderer Chemokine wie CCL2 oder 
MCP-1 aus den Endothelzellen. Diese Chemokine aktivieren speziell Monozyten und för-




stärkte Rekrutierung der Monozyten und die chronische Entzündungsreaktion in der Ge-
fäßwand, sind essentielle Schritte in der Pathogenese der Arteriosklerose. 
Die Adhäsion zwischen Leukozyten, Endothelzellen und Thrombozyten erhöht die Kom-
munikation zwischen diesen Zelltypen und spielt bei der Entwicklung der Arteriosklerose 
eine entscheidende Rolle. Dabei ist die Kommunikation über das CD40-Rezeptor CD40-
Ligand-System sehr wichtig. CD154-Defizienz bei Thrombozyten reduziert deren Rollen 
auf der Endothelzelloberfläche und 50% ihrer festen Adhäsion. Die CD40-Defizienz bei 
Endothelzellen reduziert ebenfalls das Rollen von Thrombozyten und Leukozyten 
(Ishikawa et al., 2005). Grundsätzlich können Leukozyten nicht immer direkt mit En-
dothelzellen interagieren, sondern müssen möglicherweise durch aktivierte Thrombozyten 
rekrutiert und aktiviert werden, insbesondere durch die Präsentierung von Adhäsionsmole-
küle wie P-Selektin auf ihrer Oberfläche und die Freisetzung der vorgenannten Chemokine 
(Totani and Evangelista, 2010). 2010 wurde von Petri et al. beschrieben, dass vWF-
assoziierte Thrombozyten die Extravasation von polymorphkernigen neutrophilen Gra-
nulozyten fördern und damit die endotheliale Barrierefunktion schwächen (Petri et al., 
2010). Thrombozyten besitzen also neben ihrer Funktion in der Hämostase einen häufig 
unterschätzten Einfluss auf die Entzündungsreaktion in der Gefäßwand. 
Um zu zeigen, dass die durch CD154-induzierte Deposition von vWF-Fäden auf der En-
dothelzelloberfläche tatsächlich einen adhäsiven Effekt hat und somit Thrombozyten auch 
unter Flussbedingungen rekrutieren können, wurde im Rahmen einer medizinischen Dok-
torarbeit in unserer Arbeitsgruppe ein in situ-Perfusionsmodell mit der isoliert-
perfundierten A. carotis der Maus etabliert. Durch Stimulation der nativen Endothelzellen 
in diesen Gefäßsegmenten mit sCD154 konnte in diesem Modellsystem nicht nur eine ein-
drucksvolle vWF-Fadenbildung auf der luminalen Gefäßoberfläche gezeigt werden, son-
dern nach Perfusion mit isolierten, markierten Thrombozyten aus der Maus auch deren Ko-
Lokalisation mit den vWF-Fäden (Abb. 39). Darüber hinaus führte die Bindung der 
Thrombozyten an die vWF-Fäden unter Fluss auch zu deren Aktivierung, die durch einen 
Anstieg der Immunfluoreszenzfärbung für P-Selektin dargestellt werden konnte. Die an-
schließende Perfusion der Gefäße mit isolierten, murinen Monozyten zeigte darüberhinaus 
eine Ko-Lokalisation dieser Monozyten mit vWF-Thrombozyten-Komplexen. Zusammen-
gefasst belegen diese Ergebnisse, dass die CD154-induzierte Endothelzellen-
Thrombozyten-Monozyten-Interaktion tatsächlich in isoliert perfundierten Blutgefäßen der 
Maus existent ist. Hierbei überraschend war die ausgesprochen deutliche Netzbildung aus 
vWF-Fäden, die so nur bei Patienten mit einem Defekt im ADAMTS13-Gen herzukom-
men scheint. Dies läßt darauf schließen, dass die vWF-spezifische Protease in der Maus 






 Immunfluoreszenzfärbung einer in situ perfundierten Mauskarotide (mit freundli-Abb. 39: 
cher Genehmigung von Oliver Adolph)  
Isolierte Mauskarotiden wurden ex vivo unter geringem Fluss (0,5 dyn/cm²) mit sCD154 und mit 
isolierten, Calcein-beladenen Mausthrombozyten perfundiert und anschließend immunfluoreszent 
für vWF gefärbt. Die konfokalen Fluoreszenzbilder zeigen die luminale vWF-Freisetzung und die 






Die in dieser Arbeit aufgestellte Hypothese lautete, dass die Interaktion von endothelialem 
CD40 mit thrombozytärem CD154 zu einer Freisetzung von vWF aus den Endothelzellen 
führt und damit die Voraussetzung schafft für eine stabile Interaktion von Endothelzellen, 
Thrombozyten und Leukozyten an Prädilektionsstellen im Gefäßsystem für die Entstehung 
von Arteriosklerose. Für die Durchführung der Experimente wurden verschiedene Modell-
systeme etabliert und auf ihre Funktionalität hin getestet. Für die Stimulation des CD40-
Rezeptors wurden ein lösliches, rekombinantes, trimeres CD154-Protein und eine CD154-
exprimierende Mausmyelomzelllinie verwendet. Humane Endothelzellen aus der Nabel-
schnurvene wurden in einem Flusskammermodell unter oszillierenden Niedrigflussbedin-
gungen kultiviert und stimuliert. Damit bestand die Möglichkeit in vitro die Stimulation 
der Endothelzellen mit CD154 unter Bedingungen durchzuführen, wie sie an den Prädilek-
tionsstellen für die Arteriosklerose vorherrschen. 
Die durchgeführten Experimente zeigen, dass die Stimulation des CD40-Rezeptors auf den 
Endothelzellen zu einer prominenten Freisetzung von vWF aus den Weibel-Palade Körper-
chen der Endothelzellen führt. Dabei wird ein Teil des vWF auf der Endothelzelloberfläche 
als vWF-Faden deponiert, sofern die Zellen einer minimalen Wandschubspannung ausge-
setzt werden. Diese Bindung von vWF-Fäden an die Endothelzelloberfläche bietet eine 
gute Voraussetzung für die Rekrutierung von Thrombozyten und Leukozyten und damit 
auch für die Entstehung von Arteriosklerose. Dabei handelt es sich um einen sich selbst 
verstärkenden Prozess, bei dem die Freisetzung von Chemokinen aus und die Expression 
von Adhäsionmolekülen in den aktivierten Zellen eine entscheidende Rolle spielen. 
Die CD154-induzierte Exozytose von vWF aus den Endothelzellen wird über einen Sig-
nalweg vermittelt, der initial eine Aktivierung von Tyrosinkinasen der Src-Familie um-
fasst, welche die PLCγ1 aktivieren. Durch die nachfolgende Bindung von IP3 an seinen 
Rezeptor im endoplasmatischen Retikulum kommt es zu einer Erhöhung der intrazellulären 
Calciumkonzentration, welche die Fusion der WPBs mit der Plasmamembran der En-
dothelzellen katalysiert. Eine Beteiligung des cAMP-Signalwegs ebenso wie der Protein-
kinase A bei dieser Exozytose konnte wie die Aktivierung DAG-sensitiver TRPC-Kanäle 
in der Plasmamembran bzw. im endoplasmatischen Retikulum ebenso ausgeschlossen 
werden. Die in Endothelzellen durch CD40-Stimulation induzierte Signalkaskade ist in 






 Schematische Darstellung der Signalkaskade, die zur CD154-stimulierten Freiset-Abb. 40: 
zung von vWF aus den Endothelzellen führt 
Die Bindung von CD154 an den CD40-Rezeptor induziert die Aktivierung von Tyrosinkinasen der 
Src-Familie. Die dadurch verursachte Tyrosinphosphorylierung der PLCγ1 stimuliert die Spaltung 
von PIP2 zu IP3 und DAG. IP3 vermittelt eine Calciumausschüttung aus dem endoplasmatischen 
Retikulum, die die luminale Sekretion der primär aus vWF-bestehenden WPBs initiiert. Der freige-






Sowohl die Interaktion von Thrombozyten, Endothelzellen und Leukozyten als auch die 
Kommunikation dieser Zelltypen untereinander könnte eine entscheidende Rolle bei der 
Entwicklung der Arteriosklerose v.a. in der Initialphase spielen. Um die Bedeutung dieser 
CD40-CD154-vermittelte interzellulären Kommunikation im Hinblick auf die Atherogene-
se weiter aufzuklären, ist ein komplexeres (tierexperimentelles) Modell erforderlich. Es 
gibt verschiedene etablierte Maus-Modelle für die Pathogenese der Arteriosklerose 
(Daugherty, 2002). Die ApoE-/- oder die LDLR-/- Linien sind dabei die anerkanntesten Mo-
delle. Sie beruhen auf verschiedenen Defekten im Lipidmetabolismus, durch den die Arte-
riosklerose initiiert bzw. verstärkt wird. Es gibt einige starke Ähnlichkeiten in der Morpho-
logie der Läsionen, die sich in der Maus im Vergleich zum Menschen bilden. Für die For-
schung sind sie daher sehr geeignet, um die Mechanismen der Atherogenese nachzubilden. 
Die Intravitalmikroskopie bietet die Möglichkeit zelluläre Reaktionen über Zeit und Raum 
darzustellen und kann unter Bedingungen durchgeführt werden, die dem natürlichen Mili-
eu sehr nahe kommen (Pittet and Weissleder, 2011). Moderne Laserscanning Mikroskope 
ermöglichen eine große Eindringtiefe, für einen längeren Zeitraum, über größere Gewebe-
bereiche, sogar mit subzellulärer Auflösung im Vergleich zur klassischen Hellfeld-
Mikroskopie. Fluoreszenzmarkierte Sonden verbessern dabei den Bildkontrast (Shaner et 
al., 2005). Über die Detektion der Fluoreszenz können die Position, Beweglichkeit, Adhä-
sion und die Interaktion von individuellen Zellen in drei Dimensionen über die Zeit ermit-
telt werden. Zum Beispiel konnte Eriksson mit Hilfe der Intravitalmikroskopie in der Apo-
E-/- Maus zeigen, dass Leukozyten hauptsächlich über Mikrogefäße in fortgeschrittene 
Läsionen einwandern (Eriksson, 2011). 
Die Rückenhautkammer ist ein etabliertes Modell der Intravitalmikroskopie (Brown et al., 
2001; Lehr et al., 1993). Sie kann über einen Zeitraum von mehreren Wochen angewendet 
werden. Die dorsale Rückenhaut der Maus wird dabei in ein Beobachtungsfenster präpa-
riert und der Rahmen wird implantiert. Es ist möglich Arteriolen und Venolen und deren 
Gefäßverzweigungen zu beobachten. Um die Bedingungen für die Arterioskleroseentste-
hung nachvollziehen zu können, wäre die Beobachtung der Zell-Zell-Interaktion in min-
destens mittelgroßen, arteriellen Gefäßen eine Grundvoraussetzung. Dies ist mit dem 
Rückenhautkammermodell leider nicht möglich. Mit Hilfe der 2-Photonen-Mikroskopie 
werden aber derzeit neue Modelle entwickelt, die vielleicht bald die Untersuchung größe-






Die Verwendung verschiedener Mausmodelle mit Zelltyp-spezifischen und induzierbaren 
knockouts für CD40 bzw. CD154 wäre ebenfalls sinnvoll. So zeigte sich bereits bei der in 
situ Perfusion von Gefäßen globaler CD40-knockout Mäuse nach Stimulation mit sCD154 
keine vWF-Freisetzung, was die Spezifität der CD154-stimulierten vWF-Freisetzung be-
stätigt (vgl. Doktorarbeit von Manuel Schwarz). Die Zelltyp-spezifischen und induzierba-
ren knockouts bieten darüberhinaus die Möglichkeit zelltypspezifisch in vivo die CD40-
CD154-Interaktion zwischen Endothelzellen und Thrombozyten, zwischen Thrombozyten 
und Leukozyten und zwischen Endothelzellen und Leukozyten und deren Einfluss auf die 
Atherogenese zu untersuchen. Daher wird derzeit Instituts-intern eine knockout Linie gene-
riert, die einen Endothelzell-spezifischen CD40 knockout besitzt. 
Auch für die Aufklärung weiterer Signalbestandteile könnten Mausmodelle hilfreich sein. 
Die Ligation von CD40 mit CD154 führt zu der Trimerisierung des Rezeptors, an den sich 
daraufhin TNF-Rezeptor assoziierte Faktoren (TRAF) anlagern. Verschiedene Studien 
zeigen, dass die CD40-TRAF6-Achse an der CD40-vermittelten Signalkaskade und der 
Entwicklung von Arteriosklerose maßgeblich beteilig ist (Donners et al., 2008; Lutgens et 
al., 2010; Min et al., 2005). Die in vitro Untersuchung zusammen mit einem knockdown 
Ansatz war in dieser Arbeit leider nicht möglich, da die kulivierten Endothelzellen nach 
der Behandlung mit Transfektionsreagentien nicht mehr für weitere Experimente (Calcium 
Imaging, ELISA) verwendbar waren. Daher kann die Beteiligung von TRAF-Molekülen an 
der CD154-induzierten vWF-Freisetzung vermutlich nur mit Hilfe eines Mausmodells ge-
klärt werden, vorzugsweise mit konditionalen Endothelzell-spezifischen TRAF6-knockout-
Mäusen. Diese Tiere werden aktuell im Institut gezüchtet. 
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die Calcium-abhängige vWF-Freisetzung aus 
Endothelzellen höchstwahrscheinlich über das Calcium-bindende Protein Calmodulin ver-
mittelt wird (Birch et al., 1992; van den Eijnden-Schrauwen et al., 1997). Dieser Teil der 
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